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(54) Title: PROTEIN WITH PHOSPHOLIPASE ACTIVITY 

(54) Bezeichnung: PROTEIN MIT PHOSPHOLIPASEAKTIVITAT 



(57) Abstract 



The invention concerns a protein with phospholipase activity which is characterized in that it comprises the mature sequence of 
Aspergillus lysophospholipase or a sequence derived therefrom and can be cleaved at at least one point. In the event of cleavage, either 
the cleaved parts are bonded via at least one bond which can be cleaved under reduction conditions, or at least one of the non-cleaved 
parts has phospholipase activity. The invention further concerns a process for producing this protein by fermentation in a suitable culture 
medium of a host organism which produces lysophospholipase transformed in suitable manner and isolating the protein with phospholipase 
activity from the cell-free culture filtrate, fermentation being carried out in an acidic to slightly alkaline range. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft ein Protein mit Phospholipaseaktivitat, das dadurch gekennzeichnet ist, daB es die reife Sequenz der 
Aypergf7/Mj-Lysophospholipase oder eine davon abgeleitete Sequenz besitzt und an mindestens einer Stelle gespalten sein kann, wobei im 
Falle einer Spaltung die Spaltstttcke entweder Uber mindestens eine unter reduzierenden Bedingungen spaltbare Bindung verknupft sind, oder 
von den unverknupften Spaltstucken mindestens eines Phospholipaseaktivitat besitzt sowie ein Verfahren zur Produktion dieses Proteins 
durch Fermentation eines in geeigneter Weisc transformierten Lysophospholipase produzierenden Wirtsorganismus in einem geeigneten 
Kulturmedium und Isolierung des Proteins mit Phospholipaseaktivitat aus dcm zellfreien Kulturfiltrat, wobei man die Fermentation im 
sauren bis leicht alkalischen Bereich durchfiihrt. 
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PROTEIN MIT PHOSPHOLIPASEAKTIVITAT 



Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Protein mit Phospholipaseaktivi- 
tat, das die reife Sequenz der Aspergillus-Lysophospholipase 
oder eine davon abgeleitete Sequenz besitzt und an mindestens 
einer Stelle gespalten sein kann, wobei gegebenenf alls die 
Spaltstvicke entweder iiber mindestens eine unter reduzierenden 
Bedingungen spaltbare Bindung verknupft sind oder von den un- 
verkmipften Spaltstucken mindestens eines Phospholipaseakti- 
vitat besitzt. Ferner betrifft die Erfindung ein Verfahren 
zur Produktion dieses Proteins sowie die Verwendung dieses 
Proteins zur Entschleimung von pflanzlichen Olen und als 
Backhilf smittel . 

Bei der Entschleimung von Speiseol werden nicht hydratisier- 
bare Phospholipide durch Phopholipase wasserloslich gemacht 
und so schonend, kostensparend und umweltf reundlich aus dem 
Speiseol entfernt. In der europaischen Patentanmeldung 
0 513 709 (Rohm/Lurgi) wird erstmals ein wirksames enzymati- 
sches Verfahren zur Entschleimung vorgestellt. Dabei wird 
ein mit Wasser vorentschleimtes Speiseol mit einer wafcrigen 
Losung einer Phospholipase zu Tropfchen kleiner 10 /zm emul- 
giert. Nach der Hydrolyse (pH 3 bis 6, Temperatur 50 bis 
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70°C) wird die waSrige Phase abgetrennt. Das enzymatische 
Entschleimungsverfahren wurde als "EnzyMax-Verf ahren n von der 
Firma Lurgi in der Speiseolindustrie eingefuhrt. In der DE 
43 39 556 wird als weitere Variante dieses Verfahrens die 
Wiederverwendung des Enzyms beschrieben, indem man das Enzym 
aus einer gebrauchten, schlammhaltigen wafcrigen Phase durch 
Zusatz von Tensiden oder Losungsvermittlern ablost und als 
weitgehend schlammf reie, enzymhaltige Losung wiederverwendet . 

Die Bereitstellung der erf orderlichen Mengen an Enzym fur die 
Betreibung eines grofitechnischen Verfahrens kann nur mit Hil- 
fe von Mikroorganismen gedeckt werden. Es besteht also ein 
Bedarf nach einer mikrobiellen Quelle, die erlaubt, das Enzym 
Phospholipase in unbeschrankten Mengen zu produzieren. In 
der DE-OS 195 27 274.9 vom 26.07.1995 (Rohm/Lurgi) wird be- 
schrieben, daS in Aspergillus niger eine geeignete Phospho- 
lipase gefunden wurde. Sie spaltet Lecithin zu Lysolecithin, 
ist aber auch in der Lage Lysolecithin weiter zu spalten zum 
Phosphatidylcholin. Reine Lysophospholipasen aus Aspergil- 
lus, die nur Lysolecithin zu spalten vermogen, sind im Ent- 
schleimungsprozeS wirkungslos. Das gilt auch fur die nicht 
acylspaltenden Phospholipasen C und D. 

Ferner konnen Phospholipasen auch als Backhilf smittel zur 
Verbesserung der Verarbeitung des Teigs verwendet werden. 

Der vorliegenden Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, eine 
kostengunstige Phospholipase in hoher Reinheit herzustellen . 
Die Phospholipase soli durch einen transf ormierten Wirtsorga- 
nismus in grofcen Mengen produziert werden konnen. Mit dem 
Enzym sollen Praparate hergestellt werden konnen, die sich 
besonders gut zur Hydrolyse von' Phospholipiden und somit zur 
Klarung von Starkehydrolysaten und zur Herstellung von Back- 
hilfsmitteln eignen. 
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Erf indungsgemaS wird diese Aufgabe gelost durch ein Protein 
mit Phospholipaseaktivitat, das dadurch gekennzeichnet ist, 
dafi es die reife Sequenz der Aspergillus-Lysophospholipase 
Oder eine davon abgeleitete Sequenz besitzt und an mindestens 
einer Stelle gespalten sein kann, wobei im Falle einer Spal- 
tung die Spaltstiicke entweder uber mindestens eine unter re- 
duzierenden Bedingungen spaltbare Bindung verkmipft sind oder 
von den unverknupf ten Spaltstucken mindestens eines Phospho- 
lipaseaktivitat besitzt. Ferner wird diese Aufgabe gelost 
durch ein Protein mit Phospholipaseaktivitat , das dadurch ge- 
kennzeichnet ist, dafi es von einem Antikorper gegen gereinig- 
te Phospholipase aus Aspergillus foetidus RH 3046 erkannt 
wird. 

Es wurde uberraschenderweise gefunden, dafi ein mit der aus 
Aspergillus isolierbaren Desoxyribonukleinsaure (DNA) gemafc 
der DE-OS 196 20 649.9 transf ormierter Mikroorganismus nicht 
nur eine Lysophospholipase codiert, sondern unter bestimmten 
Kulturbedingungen auch in eine Phospholipase prozessiert 
wird. Die Phospholipase besitzt somit die gleiche Primar- 
struktur wie die Lysophospholipase, jedoch eine andere Sekun- 
dar- und Tertiarstruktur und somit andere physiologische 
Eigenschaf ten. Die entsprechende Sequenz ist in SEQ ID No. 1 
der DE-OS 196 20 649.9 dargestellt. Eine weitere Phospholi- 
pase codierende Sequenz wurde aus Aspergillus niger isoliert, 
sie unterscheidet sich in nur 6% der Aminosauren von der ho- 
mologen Sequenz aus Aspergillus foetidus. Sowohl die Phospho- 
lipase aus Aspergillus niger wie die Lysophospholipase aus 
Aspergillus foetidus bestehen aus 270 Aminosauren und haben 
ein Molekulargewicht von 36000 Da (siehe SEQ ID No. 1+2) . 
Bezuglich des Erhalts der transf ormierten Mikroorganismen 
wird auf die Offenbarung der DE-OS 196 20 649.9 Bezug genom- 
men. Eine Phospholipase aus Aspergillus wurde bisher im 
Stand der Technik nicht beschrieben. Die Druckschrift Nakaya 
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et al., Eur. J. Biochem. 1990, 193 (1) 31-38 beschreibt ein 
Protein, dessen Sequenz der Phospholipase A2 ahnlich ist. 

Durch proteinchemische Methoden lieS sich Phospholipase von 
Lysophospholipase trennen und hochgereinigt gewinnen. Beim 
Vergleich der gereinigten Phospholipase und Lysophospholipase 
ergaben sich folgende Unterschiede : 

- Die Molekulargewichte von Phospholipase und Lysophospholi- 
pase aus Aspergillus foetidus, gemessen mit der SDS-Gelelek- 
trophorese, betragen unter reduzierenden Bedingungen ca. 
3 0000 Da fur Phospholipase und ca. 36000 Da fur Lysophospho- 
lipase, unter nicht reduzierenden Bedingungen dagegen liegen 
sie fur beide Enzyme gleich bei ca. 36000 Da. Unter reduzie- 
renden Bedingungen zerfallt die Phospholipase in zwei Ketten, 
von denen die groSere (3 0000 Da) im Elektrophoresegel erfaSt 
wird. Das Teilstiick in der Grofie von ca. 6000 Da kann aus 
methodischen Grunden im gleichen Elektrophoresegel nicht 
nachgewiesen werden, jedoch kann man aus diesem Befund ablei- 
ten, da£ Phospholipase aus zwei Peptidketten besteht. Diese 
Vorstellung wird durch das Ergebnis der Proteinsequenzierung 
bestatigt . 

- Die Proteinsequenzierung der Phospholipase aus Aspergillus 
foetidus ergab eine hohe Ubereinstimmung mit der Sequenz der 
Lysophospholipase, jedoch auch Unterschiede. Bei Phospholi- 
pase wurden zwei NH 2 -Termini im Verhaltnis 1:1 gefunden, bei 
Lysophospholipase dagegen nur einer. Einer der beiden NH 2 - 
Termini der Phospholipase gehort zu einem 6000 Da-Peptid, 
wahrend der andere der NH 2 -Terminus des 30000 Da-Proteins 
ist. Wahrend das kleinere Peptid mit den Aminosauren 1 bis 
44 des reifen Lysophospholipase -Proteins (vgl . Sequenz ID 
No. 1 in DE-OS 196 20 64 9.9) ubereinstimmt , entspricht die 
Sequenz des 30000 Da-Proteins den Aminosauren 45 bis 270 



WO 98/31790 



PCT/EP98/00081 



- 5 - 



der Lysophospholipase (vgl. Sequenz ID No. 1 in DE-OS 
196 20 649.9) . 

Dieser Befund legt nahe, daS die Phospholipase aus Aspergil- 
lus foetidus durch Prozessierung des Lysophospholipase -Pro- 
teins entstehen kann, wobei noch ungeklart ist, ob die Pro- 
zessierung innerhalb oder aufcerhalb der Zelle stattfindet und 
in welcher Weise sie ablauft. Die Beziehungen zwischen Phos- 
pholipase und Lysophospholipase sind in Figur 1 dargestellt. 

Weiter unterscheiden sich Phospholipase und Lysophospholipase 
in ihren isoelektrischen Punkten, ihren pH- und Tempera- 
turoptima sowie sehr deutlich in ihren Temperaturstabilita- 
ten. In der folgenden Tabelle werden diese Werte gegenuber- 
gestellt . 

TahRlle 1: Vergleich der Eigenschaf ten von Phospholipase und 

Lysophospholipase aus Aspergillus foetidus 







Phospho- 


Lysophos- 






lipase 


pholipase 


Molgewicht (SDS-Gel , 


reduz . ) 


30000 Da 


36000 Da 


Molgewicht (SDS-Gel, 


nicht-reduz. ) 


36000 Da 


36000 Da 


Isoelektr. Punkt 


■ 


pH 4,3 


pH 4,2 


Temperat ur - Opt imum 




50°C 


55°C 


pH- Optimum 




pH 3-4 


pH 4,5 


pH-Stabilitat (1 Std 


. bei 60°C) 


pH 3,5 


pH 4,5 




>75% Restakt 


;. 10% Restakt. 



Zum Erhalt der Phospholipase an Stelle der Lysophospholipase 
aus den betreffenden Mikroorganismen sind die Fermentations - 
bedingungen wesentlich. Wesentlich fur die Bildung der Phos- 
pholipase ist die Durchfuhrung der Kultur in einem sauren bis 
leicht alkalischen Medium. Der pH-Wert liegt dabei geeigne- 
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terweise in einem Bereich von 2 bis 9, bevorzugt 3 bis 8. 
Unter diesen Bedingungen wird bevorzugt Phospholipase gebil- 
det. Dabei wird wie folgt vorgegangen: 

Zunachst wird ein geeigneter Wirt ausgewahlt mit dem Ziel 
einer moglichst einfachen Herstellung der Phospholipase. Ob- 
wohl viele Arten von Schimmelpilzen als mogliche Wirte in Be- 
tracht kommen, wie zum Beispiel Vertreter der thermophilen 
Gattungen Humicola, Thermomyces und Mucor, der Gattungen Rhi- 
zopus, Absidia, Chaetomium, Trichoderma, Thielavia, Penicil- 
lium und Cephalosporium, wurden bevorzugt Arten der Gattung 
Aspergillus verwendet . Nach Transformation mit den erfin- 
dungsgemaSen Plasmiden lassen sich Transf ormanten isolieren, 
die, verglichen mit den Wirten, Phospholipase in groSen Men- 
gen produzieren. Bevorzugt ist der transf ormierte Wirtsorga- 
nismus ein Aspergillus- Stamm der Arten Aspergillus oryzae, 
Aspergillus sojae, Aspergillus niger, Aspergillus awamori, 
Aspergillus foetidus, Aspergillus ellipticus, Aspergillus 
aculeatus, Aspergillus carbonarius oder Aspergillus phoenicis 
oder ein Trichoderma-Stamm der Arten Trichoderma viride, 
Trichoderma longibrachiatum oder Trichoderma reesei . 



Eine Transf ormante, die durch Cotransf ormation eines Wirts- 
stammes mit einem Selektionsplasmid, bevorzugt mit pAN7-l, 
p3SR2 oder pSTAlO, und einem Expressionsplasmid, bevorzugt 
mit pKC3, pKC9, pKC12 oder pKCN2 , hergestellt wird, zuchtet 
man in einer fur den Wirtsstamm ublichen Nahrlosung, die min- 
destens eine verwertbare C-Quelle, wie z.B. Maisschrot, Star- 
ke, Dextrin aus Starke, und mindestens eine verwertbare orga- 
nische N-Quelle, wie z.B. Maisquellwasser , Hef eautolysat , 
Sojamehl, Sojaprotein oder -pepton allein oder in Kombination 
mit anorganischen N-Quellen wie Ammoniumsalzen oder Nitraten, 
enthalt und nach der Sterilisation auf einen sauren bis 
leicht alkalischen pH-Wert eingestellt wird. Die Nahrlosung 
kann durch Zugabe von Substanzen, die in besonderem Mafce die 
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Bildung der Phospholipase erhohen, erganzt werden. Phospho- 
lipide aus Soja enthalten solche Substanzen, doch kommen sie 
auch in anderen Stof f klassen, wie z.B. den Polyoxyethylen- 
ethern vor. Nach Beimpfen der sterilisierten Nahrlosung mit 
Konidien oder vegetativem Mycel der Trans formante wachst 
diese unter Beluftung bei Temperaturen zwischen 20° und 60°C / 
vorzugsweise zwischen 25° und 45°C, und produziert die erfin- 
dungsgemafie Phospholipase. Wahrend der Kultivierung wird der 
pH-Wert der Kultur durch Saure- oder Laugezugabe korrigiert, 
so dafi er im sauren bis schwach alkalischen Bereich, vorzugs- 
weise zwischen pH 3 und 8, gehalten wird. Nach 4 8 bis 12 0 
Stunden Kulturdauer kann man die Phospholipase gewinnen, in- 
dent man die unloslichen Nahrlosungsreste und die Biomasse ab- 
trennt, was ublicherweise durch Filtration geschieht, und das 
Filtrat mit ublichen Methoden, wie z.B. durch Ultrafiltra- 
tion, konzentriert . Das Konzentrat (Retentat) kann zur Ent- 
schleimung von Pflanzenolen oder zur Behandlung von Phospho- 
lipiden eingesetzt werden. Ferner kann die Phospholipase 
auch zur Verbesserung der rheologischen Eigenschaf ten von Le- 
bensmitteln verwendet werden. 

Die folgenden Mikroorganismen wurden bei der Deutschen Samm- 
lung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSM) , Mascheroder 
Weg IB, 38124 Braunschweig, Deutschland, gemaS den Bestimmun- 
gen des Budapester Vertrages hinterlegt: 

A. oryzae RH 3745: Hinterlegungsnummer DSM 11283 
(Hinterlegungsdatum: 11.11. 1996) 

A. ellipticus RH 3886: Hinterlegungsnummer DSM 11284 
(Hinterlegungsdatum: 11 . 11 . 1996) 

A. foetidus RH 3046: Hinterlegungsnummer DSM 10652 
(Hinterlegungsdatum: 24.04.1996) 

E. coli DH5a pKC3 : Hinterlegungsnummer DSM 10653 
(Hinterlegungsdatum: 24.04. 1996) 
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E. coli DH5a pKC9 : Hinterlegungsnummer DSM 10654 
(Hinterlegungsdatum: 24 . 04 . 1996) 

E. coli DH5a pKC12: Hinterlegungsnummer DSM 10655 

(Hinterlegungsdatum: 24 . 04 . 1996) 

E. coli pKCN2: Hinterlegungsnummer: DSM 11352 

(Hinterlegungsdatum: 23 . 12 . 1996) 

A. niger RH 3909: Hinterlegungsnummer DSM 11353 

(Hinterlegungsdatum: 23.12.1996) 

Die Erfindung wird anhand der nachstehenden Beispiele und 
Figuren naher erlautert . 

Die Figur 1 zeigt die Prozessierung des Lysophospholipasegens 
aus Aspergillus und den Erhalt der Phospholipase . 

Die Figur 2 zeigt die Konstruktion des Plasmids pKCN2 . 

Beispiele 

Beispiel 1 

Konstruktion des Exuressionsvektors pKCN2 

Tsolierung des Lysophosp holipase-Gens aus A. niQer NRR^3 

Die chromosomale DNA von A . niger NRRL3 wurde nach einer Vor- 
schrift von Hynes, M.J. et al . (1983), Mol . Cell. Biol. 3, 
1430-1439, isoliert . 

Die erhaltene hochmolekulare DNA wurde mit 5au3AI partiell 
hydrolysiert und durch Saccharose-Dichtegradientenzentrif uga- 
tion nach ihrer GrdSe f raktioniert . DNA-Molekiile der Grofce 
von 9 bis 20 kb wurden in BamHI/EcoRI -hydrolysierte EMBL3 -DNA 
insertiert und in-vitro verpackt . 
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Zur Identif izierung des chromosomal en Lysophospholipase-Gens 
in einer Lambda EMBL3-Genbank wurde das Hindi II/ Sail- cDNA 
Fragment aus dem Plasmid pKCl/36 als Hybridisierungssonde 
verwendet.' Das Plasmid pKCl/36 enthielt die aus A . foetidus 
RH 3046 isolierte Lysophospholipase-cDNA. 

Nach der Hybridisierung und mehrfacher Vereinzelung lieSen 
sich zwei positive Klone identif izieren. Die Phagen-DNA von 
Klon Nr. 1 wurde prapariert und mit BamHI hydrolysiert . Sie 
wies nach der Southern-Hybridisierung ein positives Signal 
bei ca. 9 kb auf. Das BamHI- Fragment wurde in pUC18 klo- 
niert, und das resultierende Plasmid, welches das vollstan- 
dige chromosomale Lysophospholipase-Gen enthielt, wurde als 
pKCN bezeichnet. 

Konstruktion des Expressionsvektors PKCN2 

In das Plasmid pKCN2 wurde das Lysophospholipase-Gen unter 
Kontrolle des A. oryzae alpha-Amylase-Promotors und des A. 
nidulans trpC -Terminators gesetzt. 

Die Isolierung des Lysophospholipase-Gens aus dem Plasmid 
pKCN erfolgte mit Hilfe der PCR-Methode. Es wurden zwei 01 i- 
gonukleotid-Primer mit den folgenden Sequenzen verwendet : 

KC2 9: 

5'-GGA ATT P AP CTG CTA AC C ATG TTC TCT GGA CGG TTT GGA GTG- 3 ' 

BspMI Met 

(SEQ ID No. 3) 
KC43 : 

R ' -C fi GGATCC AAG CTA TAG CAG AC A CTC TGA AAT TG-3 1 

BamHI AMB 
(SEQ ID No. 4) 
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Fur die Polymerase-Ketten-Reaktion wurden in einem Reaktions- 
volumen von 0,1 ml 20 mM Tris-HCl, pH 8,4, 50 mM KC1, 1,5 mM 
MgCl 2 , 0,2 mM dNTP (je 0,2 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP) je 
50 pmol KC29 und KC43, 1 ng pKCN als Matrize und 2,5 U Tag- 
Polymerase vermischt. Der Ansatz wurde fur 2 0 Zyklen (94°C, 
40 sek; 40°C, 1 min; 72°C, 1 min) durchgef uhrt . Nach Beendi- 
gung der Reaktion wurde das amplif izierte Fragment gereinigt, 
mit BspMI und Bairittl hydrolysiert und in das mit Ncol/BaMlI 
gespaltene Plasmid pKE2 insertiert. Das Plasmid pKE2 enthalt 
den A . oryzae alpha-Amylase-Promotor und den A. nidulas trpC- 
Terminator . 

Die Konstruktion des Plasmids pKCN2 wurde durch eine Restrik- 
tionsanalyse und die anschliefiende Sequenzierung bestatigt. 

Beigpiel 2 

Trans format ionsmethode fur Aspergillu s- und Trichodexma ree- 
gff 7 -Stamme 

Von einer ca. zwei Wochen alten Petrischalenkultur des zu 
transformierenden Pilzstammes wurde eine Sporensuspension in 
ca. 10 ml 0,85 % NaCl durch Abschwemmen unter Zuhilfenahme 
eines Spatels hergestellt. Es wurden je vier 1 1-Schiittel- 
kolben mit 100 ml Czapek-Dox-Minimalmedium (Oxoid) mit 0,1 % 
Hefeextrakt mit je 1 ml Sporensuspension beimpft und ca. 16 
Stunden bei 28°C auf einem Rundschuttler bei 120 Umdrehungen 
pro Minute inkubiert . Das Mycel aus je vier Schuttelkolben 
wurde uber einem Papierfilter geerntet und mit ca. 50 ml MP- 
Puffer (1,2 M MgS0 4 in 10 mM Phosphatpuf f er , pH 5,8) gespult. 
Nach dem Ablaufen des Puffers wurde das feuchte Mycel gewo- 
gen. In der Regel wurden ca. 3 bis 5 g Feuchtmycel erhalten. 



Pro g Feuchtmycel wurden 5 ml MP-Puffer, 120 \xl Novozym-L6- 
sung (lg Novozym® 234 (Novo Nordisk) in 6 ml MP-Puffer) und 
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25 (il ^-Glucuronidase (Sigma) zugegeben. Die Mycel -Suspen- 
sion wurde 5 min in Eiswasser gestellt. Anschliefiend wurden 
60 nl Rinderserumalbumin-Losung (0,2 g Rinderserumalbumin in 
4 ml MP- Puffer, sterilf iltriert ) zugegeben, und der Ansatz 
wurde unter leichtem Schutteln bei 3 0°C inkubiert . Die Bil- 
dung von Protoplasten wurde visuell im Mikroskop verf olgt . 
Wenn keine wesentliche Zunahme der Protoplastenbildung mehr 
f estzustellen war, wurde der Ansatz zur Ernte der Protopla- 
sten abgebrochen. Dies war in der Regel nach etwa 3 bis 5 
Stunden der Fall. 

Die Protoplastensuspension wurde zur Abtrennung noch vorhan- 
dener grober Mycelbestandteile iiber ein mit MP-Puffer ge- 
tranktes Glaswollef ilter gegeben und in Zentrif ugenrohrchen 
uberfuhrt. Die obere Halfte der Rohrchen wurde mit 600 mM 
Sorbit, 10 0 mM Tris/HCl, pH 7,0 uberschichtet . Die Rohrchen 
wurden 10 min bei 2500 g zentrif ugiert . Die Protoplasten 
wurden aus der Zwischenschicht abgenommen und in 1 M Sorbit, 
10 mM Tris/HCl, pH 7 , 5 aufgenommen. Anschliefcend wurden die 
Protoplasten zweimal mit STC-Puffer (1 M Sorbit, 10 mM 
Tris/HCl, pH 7,5, 10 mM CaCl 2 ) durch Zentrif ugat ion bei 
1500 g gewaschen und zuletzt in 1 ml STC-Puffer aufgenommen. 

Zur Transformation von A. oryzae wurden 300 \il Protoplasten- 
suspension ca. 10 |xg p3SR2 als Selektionsplasmid und 10 \xg 
des jeweiligen Plasmids zur Expression der LPL in 25 nl 10 mM 
Tris/HCl pH 8,0 zusammengegeben und 10 min bei 0°C inkubiert. 
Anschliefcend wurden nochmals 25 |il des gleichen Plasmidgemi- 
sches und 400 jil PEG-Losung (60% Polyethylenglykol 6000 
(Fluka) in 10 mM Tris/HCl, pH 7,5, 50 mM CaCl 2 ) zusammengege- 
ben, sehr vorsichtig vermischt und 5 min bei Raumtemperatur 
inkubiert. Es wurden nochmals 600 (il PEG-Losung zugegeben, 
vermischt und der Ansatz fur weitere 20 min bei Raumtempera- 
tur inkubiert. Der Ansatz wurde mit ca . 9 ml Acetamid-Weich- 
agar (Minimalmedium mit 10 mM Acetamid als einziger N-Quelle, 
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1 M Saccharose, 0,6 Gew.-% Agar) bei 45°C gemischt und auf 
vier Petrischalen mit dem gleichen Medium, jedoch mit 1,5 
Gew.-% Agar (Oxoid) und zusatzlich 15 mM CsCl, verteilt. Die 
Platten wuirden bei 28°C inkubiert. Nach 6 bis 10 Tagen wur- 
den schnell wachsende Kolonien (Transf ormanten) auf Acetamid- 
Medium ohne Saccharose uberimpft, zweimal iiber Einzelsporko- 
lonien gereinigt und zuletzt auf Vollmedium, z.B. Kartoffel- 
Dext rose - Agar , iibert ragen . 

Die Transformation von Stammen der Arten A. niger, A. awa- 
mori, A. japonicus oder A. foetidus kann ebenfalls mit dem 
Plasmid p3SR2 erfolgen. Bevorzugt wurde die Transformation 
jedoch mit dem Plasmid pAN7-l ausgefuhrt. Die Protoplasten- 
praparation und die Zugabe von Plasmid-DNA erfolgt dabei in 
analoger Weise, wie oben fur das Plasmid p3SR2 beschrieben. 
Statt der Zugabe von Acetamid-Weichagar wird jedoch der ge- 
samte Transf ormationsansatz zu 100 ml Czapek-Dox-Minimalme- 
dium (Oxoid) mit 100 (ig Hygromycin B/ml, 1,5 Gew.-% Agar 
(Oxoid) und 1 M Saccharose, abgekuhlt auf ca. 45°C gegeben 
und vorsichtig vermengt . Der Ansatz wird dann in Portionen 
zu je 10 ml in Petrischalen gegeben, in denen jeweils 10 ml 
Czapek-Dox-Minimalmedium (Oxoid) mit 1,5 Gew.-% Agar (Oxoid), 
jedoch ohne Hygromycin und ohne Saccharose als feste Unter- 
schicht vorgelegt war. Nach dem Erstarren der oberen Agar- 
schicht werden die Petrischalen bei 30 bis 37°C inkubiert. 
Gegen Hygromycin B resistente Transf ormanten konnen nach ca. 
3 bis 10 Tagen abgeimpft werden und zur Uberprufung der Resi- 
stenz auf Czapek-Dox-Minimalmedium (Oxoid) mit 50 |ig Hygromy- 
cin B/ml und 1,5 Gew.-% Agar (Oxoid) ubertragen werden. 

Fur die Transformation von A . sojae oder A . phoenicis wird 
ein drittes Selektionsprinzip genutzt, da die verwendeten 
Stamme dieser Art sowohl Acetamid verwerten wie auch gegen 
Hygromycin B resistent sind. Durch Selektion auf chlorathal- 
tigem Nahrboden werden Mutanten isoliert, deren Nitratreduk- 



WO 98/31790 



- 13 - 



PCT/EP98/00081 



tase-Gen (niaD) defekt ist, die also nicht mehr mit Nitrat 
als alleiniger Stickstoff quelle wachsen (Cove, D.J. (1976) 
Heredity 36, 191-203) . Durch Transformation mit dem Plasmid 
pSTAlO (Unkles, S.E. et al . (1989) Mol . Gen. Genet . 218, 99- 
104) , auf dem sich die intakte Information fur das Nitratre- 
duktase-Gen befindet, wird der Defekt ausgeglichen, so dafc 
die Transformanten mit Nitrat als alleiniger Stickstoff quelle 
wachsen, wahrend die nicht transf ormierten Zellen im Wachstum 
zuruckbleiben . 

Diese Methodik zur Selektion ist auSer fur A. sojae genauso 
fur andere Aspergillus- Art en geeignet; die Herstellung der 
niaD-Mutanten bedeutet allerdings einen zusatzlichen Ar- 
beitsaufwand gegenuber der Verwendung der Hygromycin B-Resi- 
stenz oder der Acetamidverwertung . 

Beispiel 3 

Hprstelluna von PL sezernierenden Transforman ten 

Transformanten von A. niaer. A. awamori , A. foetidw? , A. car- 
hnnarius und A - ellipticus 

Protoplasten dieser Aspergillus-Arten wurden mit der in Bei- 
spiel 1 beschriebenen Methodik hergestellt und unter Verwen- 
dung des Plasmids pAN7-l und jeweils einem der Plasmide pKC3 , 
pKC9, pKC12 oder pKCN2 cotransf ormiert . Zur Regeneration der 
Protoplasten wird der Transf ormationsansat z wie oben be- 
schrieben auf Hygromycin plattiert, die Transformanten werden 
von den Regenerationsplatten isoliert, gereinigt und in 
Schuttelversuchen unter Verwendung der folgenden Nahrlosung 
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Maltodextrin 

Maisquellpulver 

KH 2 P0 4 

K 2 HP0 4 

Triton X-100 

in Leitungswasser, 



3,75 % 

3,0 % 

1,0 % 

0,7 % 

0, 10 % 



30 min bei 121°C sterilisiert , 



auf Produktion von PL gepruft. Dazu wird die Biomasse der 
Schuttelkulturen abfiltriert und die Phospholipase-Aktivitat 
(PLU) im Kulturf iltrat gemessen. Transf ormanten zeichnen 
sich durch gegemiber dem Wirtsstamm deutlich erhohte Phospho- 
lipase-Aktivitat aus. 

Tranafort n anhfin von A . orvzae und A. acultttys 

Die Protoplastierung und Transformation wird auch mit diesen 
Arten wie im Beispiel 2 beschrieben durchgef uhrt . Die Proto- 
plasten werden unter Verwendung des Plasmids p3SR2 und je- 
weils einem der Plasmide pKC3, pKC9, pKC12 oder pKCN2 co- 
transf ormiert . Zur Regeneration der Protoplasten wird der 
Transf ormationsansatz wie oben beschrieben auf Nahrboden mit 
Acetamid als alleiniger Stickstoff quelle plattiert, die 
Transf ormanten werden von den Regenerationsplatten isoliert, 
gereinigt und in Schuttelversucheh unter Verwendung der fol- 
genden Nahrlosung 



Maltodextrin 



3,75 % 



Maisquellpulver 
(NH 4 ) 2 HP0 4 
Triton X-100 
in Leitungswasser, 



3,0 % 
0,5 % 
0,10 % 



30 min bei 121°C sterilisiert, 



auf Produktion von PL gepruft. 
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Transformanten v o n A. soiae und A. Phoenicia 

Die Stamme- A. sojae RH 3782 niaD22 und A. phoenicis RH 3828 
niaD, beides nach Cove (1976) hergestellte Mutanten von A. 
sojae RH 3782 und A. phoenicis RH 3828, werden in der nach- 
folgenden Nahrlosung aus 

Glucose (MERCK) 2 % 

Malzextrakt (OXOID) 0,5 % 

Bacto-Pepton (DIFCO) 0,025 % 

deionisiertes Wasser 

pH-Wert auf 5,0 einstellen; Sterilisation: 30 min bei 
121°C 

angezogen. Aus dem Mycel werden nach der in Beispiel 1 be- 
schriebenen Methodik Protoplasten gewonnen und diese mit 
pSTAlO als Selektionsplasmid und jeweils einem der Plasmide 
pKC3, pKC9 oder pKC12 cotransf ormiert . Zur Regeneration der 
Protoplasten wird der Transf ormat ionsansatz mit 9 ml Weich- 
agar (osmotisch stabilisierend) bestehend aus 

0,1 M Na-Phosphat-Puf fer pH 6,0 15 ml 

1 M Saccharose (MERCK) 10,28 g 

Millipore-Wasser auf 29,1 ml 

Agar (OXOID) * 0,18 g (= 0,6 %) 

30 min Sterilisation bei 121°C, anschliefiend sterile 

Zugabe von: 

Salzlosung (7.14.2) 0,6 ml 

1 M NaN03~L6sung 0,3 ml 

gemischt und auf vier Agarplatten der gleichen Zusammenset- 
zung, jedoch mit 1 % Agar hergestellt, verteilt. Nach etwa 6 
bis 10 Tagen Inkubation bei 37°C werden die Transformanten 
von den Agarplatten isoliert, auf Nitrat-Saccharose-Agar 
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durch Ausstrich gereinigt . Es wurde eine Vielzahl Transfor- 
manten durch Selektion und anschliefcender Reinigung auf einem 
Nahrboden mit Nitrat als einziger N-Quelle erhalten und in 
Schuttelkolben unter Verwendung der folgenden Nahrlosung 



auf Produktion von PL gepruf t . 

« 

Neben Trans forman ten, die keine oder nur geringe Mengen von 
PL produzieren, sowie die nicht transf ormierten Wirtsstamme, 
werden auch solche Transf ormanten gefunden, die deutlich er- 
hohte PL-Aktivitat im Kulturf iltrat aufweisen. Diese als 
Cotransformanten bezeichneten Stamme eignen sich zur Her- 
stellung des Enzyms. In der Tabelle 2 sind typische Ergeb- 
nisse der PL-Bildung durch Transf ormanten und durch die nicht 
transf ormierten Wirte gegenubergestellt . 



Maltodextrin 



3,75 
3,0 



Maisquellpulver 

KH 2 P0 4 

K 2 HP0 4 

Triton X-100 

in Leitungswasser , 



1,0 % 
0,7 % 
1,0 % 



30 min bei 121°C sterilisiert , 
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Tabelle 2: Vergleich der PL-Bildung von Wirtsstammen und 

. Trans formant en. 

Stamm bzw. • Trans formante relative PL-Aktivitat 

A. oryzae RH 3745 100 

A. oryzae RH 3745 p3SR2 pKC9 3000-4000 

A. oryzae RH 3745 p3SR2 pKCN2 2000-2500 

A. sojae RH 3782 niaD22 100 

A. sojae RH 3782 niaD22 pSTAlO pKC9 500-700 

A. foetidus RH 3046 100 

A. foetidus RH 3046 pAN7-l pKC9 1000-1500 

A. phoenicis RH 3828 niaD 100 

A. phoenicis RH 3828 niaD pSTAlO pKC9 400-600 



A. ellipticus 



A. niger 



A . awamori 



100 



A. ellipticus pAN7-l pKC12 800-900 

A. heteromorphus niaD 100 

A. heteromorphus niaD pSTAlO pKC9 900-1000 

A. carjbonarius 10° 

A. carjbonarius pAN7-l pKC9 . 400-600 

A. aculeatus 100 

A. aculeatus p3SR2 pKC9 900-1200 



100 



A. niger pAN7-l pKC12 700-1000 



100 



A. awa/nori pAN7-l pKC12 600-800 
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Beispiel 4 
Reiniauncr der PL aus A- fpgtjcjug 

2080 ml Kulturretentat von A. foetidus RH 3788 wurden, urn die 
elektrische Leitf ahigkeit herabzusetzen, mit 3520 ml destil- 
liertem Wasser verdunnt und mit 160 ml 1 M NaOH auf pH 7,0 
eingestellt. Die Probe hatte ein Volumen von 5760 ml und 
eine Leitf ahigkeit von 7,8 mS/cm. 

In einem weiteren Schritt wurde eine Ionenaustauschchromato- 
graphie an DEAE-Fractogel (MERCK) vorgenommen. Dazu wurden 
5760 ml der Enzymlosung in vier Ansatzen (a 1440 ml) auf eine 
DEAE-Fractogel-Saule (Hohe 278 mm, Durchmesser 100 mm) aufge- 
tragen. Die Saule wurde mit Puffer A (20 mM Phosphatpuf f er 
aus Na 2 HP0 4 /KH 2 P0 4 , pH 7,0 + 15 mM NaCl) gespult. Die Elution 
erfolgte in einem kontinuierlichen Gradienten von Puffer A zu 
Puffer B (Puffer A + 1 M NaCl) . Es wurde bei einer Elutions- 
geschwindigkeit von 70 ml/min eluiert und Fraktionen zu je 
350 ml aufgefangen. 

Die Fraktionen wurden auf Anwesenheit der PL getestet . Dies 
geschah durch Messung der PL-Aktivitat . Eine PL-Einheit ist 
danach definiert als die Enzymmenge, die in einer waSrigen 
Losung von Lecithin bei pH 3,5 und 40°C eine Hydrolysege- 
schwindigkeit von 1 /xM/min bewirkt . 

Die Messung der PL-Aktivitat wurde wie folgt ausgefiihrt: 

Substrat : 1 g Epikuron 2 00 (Phosphat idylcholin von Fa. Lucas 
Meyer) + 100 g destilliertes Wasser + 5 ml 0,32 M CaCl 2 -L6- 
sung wurden mit dem Ultra Turrax homogenisiert . 
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Analyse: 10 ml Substrat wurden mit 10 ml 1 %iger Triton X-100 
Losung (Fa. Fluka) und 5 ml 0,0033 M Zitronensaure-Monohy- 
dratlosung versetzt und 10 min bei 40°C temperiert; der pH 
stellt sich auf 3,4 bis 3,5 ein. 0,1 ml Enzymlosung wurden 
zugegeben, und das Gemisch wurde 10 min bei 40°C inkubiert. 
Die Enzymkonzentration im Analysenansatz sollte nicht uber 
2,5 U/g liegen. Nach Ablauf der Reaktionszeit wurde mit 
0,01 M KOH auf pH 10,0 zuruckt itriert , wobei die ersten 5 ml 
zugig zugegeben wurden und dann die Titriergeschwindigkeit 
verringert wurde, urn ein Ubertitrieren zu vermeiden. 

Fur den Blindwert (BW) wurde das Enzym 15 min auf ca. 95°C 
erhitzt und inaktiviert. Nach dem Abkuhlen verdunnte man es 
wie fur den Hauptwert (HW) und verfuhr weiter wie mit dem 
Hautpwert . 

Rprfichnuno: 

» PLU/g, pH 3,5 = HW (ml) - BW (ml) * 0.01 M * 1000 

10 min * 0,1 ml * Enzymkonz . g/ml 

In der Patentanmeldung 195 27 274.9 vom 26.07.1995 wird die 
Phospholipase in Lecithase-Units , LU/g angegeben. 1 Leci- 
thase-Unit ist dabei jene Enzymmenge, die bei 40°C, pH 8 aus 
Eigelb in einer Minute 1 /zM Fettsaure freisetzt. 1 LU/g, pH 8 
entsprechen 108 PLU/g, pH 3,5. 

Die Elution der PL setzte bei ca. 0,11 M NaCl ein. Die PL- 
haltigen Fraktionen aus vier Laufen wurden vereinigt 
(8950 ml) und uber einen CH2A-Konzentrator der Fa. Amicon, 
Hollow-Fiber Patrone MG10.000 auf ein Volumen von 2570 ml 
eingeengt. Diese Probe wurde mit 782 ml 3 M Ammoniumsulf at- 
losung unter Ruhren versetzt (Probe enthalt jetzt 0,7 M Ammo- 
niumsulf at) . 
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Im nachsten Schritt wurden 3352 ml der Probe auf eine Phenyl - 
Sepharose 6 Fast Flow, Low Substitution-Saule (Pharmacia, 
Hohe 215 mm, Durchmesser 100 mm) aufgetragen. Die Saule wur- 
de mit Puffer C (20 mM Phosphatpuf f er , pH 7,0 + 0,5 M Ammo- 
niumsulfat) nachgewaschen und mit einem kontinuierlichen fal- 
lenden Gradienten von Puffer C nach Puffer D (20 mM Phosphat- 
puffer, pH 7,0) eluiert . Die PL-haltigen Fraktionen wurden 
vereint (790 ml) und mit dem Konzentrator (siehe oben) ein- 
geengt und gegen Puffer D dialysiert; es wurden 150 ml Probe 
erhalten. 

In einem weiteren Schritt wurden je 30 ml der Probe in 5 An- 
satzen auf eine Mono Q- (Pharmacia, 6,3 ml) -Anionenaustausch- 
Chromatographie- Saule aufgetragen. Die Saule wurde mit Puf- 
fer D gespult, und die Elution erfolgte in einem kontinuier- 
lichen Gradienten von Puffer D zu Puffer B und setzte dabei 
fur die PL bei ca. 200 mM NaCl ein. 

Die PL-haltigen Fraktionen wurden vereint und uber PD-10-Sau- 
len (Pharmacia) gegen Puffer E (20 mM Phosphatpuf fer, pH 7,1) 
dialysiert. Die Probe hatte ein Volumen von 24 ml. 

Rnfireiniguna der PL uber Mono P HR 5/20 (Chromatof okussierung) 
Die 24 ml (siehe oben) wurden auf die MONO P- Saule (Hohe 
200 mm, Durchmesser 5 mm) aufgetragen. Die Saule wurde mit 
Puffer E nachgewaschen. Die Probe* wurde mit Puffer F (Poly- 
buffer 74 von Pharmacia 1:10 mit destilliertem Wasser ver- 
dunnt und auf pH 4 , 0 mit 1 M HCl eingestellt) eluiert. Die 
PL eluierte, nachdem das 13 f ache Saulenvolumen an Puffer F 
die Saule passiert hatte. 

Das gereinigte Protein zeigt in der SDS-Gelelektrophorese 
eine einheitliche Bande mit einem Molekulargewicht von ca . 
31000 Dalton. Der isoelektrische Punkt liegt bei ca. pH 4,3. 
Das auf diese Weise gereinigte Protein wurde zur Sequenzie- 
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rung verwendet. Die so isolierte Phospholipase wurde zur Ge- 
winnung von Antikorpern in Kaninchen verwendet. Die Immuni- 
sierung wurde mit dem bei Harlowe und Lane (Lit: Ed Harlowe 
und David Lane, Antibodies, Cold Spring Harbor Laboratory, 
1988) beschriebenen Standardverf ahren durchgefuhrt . Das er- 
haltene Antiserum konnte direkt fur Western blots (wie eben- 
falls bei Harlowe und Lane beschrieben) eingesetzt werden, wo 
es spezifisch die Phospholipasebande markierte . 



Peispjel 5 



fiimuna v nn So-iaol 



200 g nafcehtschleimtes Sojaol mit einem Rest-Phosphatgehalt 
von 160 ppm wird in einem Rundkolben auf 40°C erwarmt . Dazu 
gibt man 10 g Wasser, in dem 20 mg Zitronensaure und 100 
Units Phospholipase enthalten sind. Das Enzym stammt aus der 
Fermentation einer Aspergillus nigrer- Trans f ormante, die das 
Phospholipase -Konstrukt enthalt. Die Aktivitatsbestimmung 
erfolgt bei pH 3,5. Dazu werden 10 ml 1 %iges Phosphatidyl - 
cholin (Epikuron 200 von Lucas Meyer), das 0,5 ml 0,32 M 
CaCl 2 enthalt, mit 10 ml Triton X-100 Losung und 5 ml 
0,0033 M Zitronensaure-Monohydrat versetzt und 10 Minuten bei 
40°C temperiert. 0,1 ml entsprechend verdunnter Enzymlosung 
werden zugegeben und 10 Minuten bei 40°C inkubiert. Mit 
0,01 M KOH-Losung wird auf pH 10 titriert. Der Blindwert 
(bei 95°C fur 15 Minuten erhitzte Enzymlosung im Ansatz) wird 
abgezogen und die Berechnung gemaS Beispiel 3 vorgenommen. 

Der Inhalt des Rundkolbens wird mittels einer externen Krei- 
selpumpe intensiv dispergiert. Dabei wird der Inhalt des 
Kolbens etwa einmal pro Minute durchgesetzt . Die Wasserphase 
liegt dabei in einer Teilchengrofce von unter 1 fi . In Zeitab- 
standen von zwei Stunden werden Proben genommen und auf Phos- 
phorgehalt untersucht . Dabei ergaben sich folgende Werte: 
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Zeit in Stunden 



0 



2 



4 



6 



8 



Phosphorgehalt in ppm 



160 



24 



12 



7 



3 



Versuche, bei denen wie beschrieben verfahren wurde, aber an- 
stelle des Enzympraparats eine entsprechende Menge Molkenpro- 
tein, also nichtenzymatisches Protein oder Lysophospholipase 
des Handels (G-Zyme von Enzyme Biosystems, USA, 1000 Lyso- 
phospholipase Units pro 200 ml Sojaol) zugesetzt wurden, 
konnte der Phosphorgehalt nicht unter 80 ppm gesenkt werden. 



Der folgende Backversuch wurde mit der erf indungsgemaSen 
Phospholipase durchgef uhrt . Aus 100 Gew. Tin. Mehl, 2 Gew. 
Tin. Salz, 3 Gew. Tin. Backhefe, 58 bis 60 Gew. Tin. Wasser 
und 40 bis 50 ppm Ascorbinsaure (bezogen auf das Teiggewicht) 
wurde in einem Spiralkneter (Fabrikat Kemper) 2 min auf 
niedriger Stufe 1 und 6 min auf hoherer Stufe 2 ein Teig 
bereitet. Dem Wasser wurden vor Beginn des Knetvorgangs die 
Enzyme und anderen Zusatze zugegeben. Die Teigtemperatur be- 
trug 23° bis 25°C. Nach einer Teigruhe von 20 min wurde der 
Teig zur Herstellung von f reigeschobenem WeiSbrot in 350 g- 
Stucke geteilt, geformt, 70 min bz-w. 90 min bei 32°C und 80 % 
relativer Luftfeuchte gegart und 32 min bei 23 0°C gebacken. 
In der Tabelle 3 ist das Brotvolumen bei verschiedenen Enzym- 
zusatzen angegeben. Die Backergebnisse zeigen, daS durch 
Zusatz von Phospholipase das Backvolumen und die Krumstruktur 
verbessert werden. Die stabilisierende Wirkung auf den Teig 
zeigt sich in den guten Backergebnissen bei verlangerter 
Garzeit (90 min) . 
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Tabelle 3: Backversuche 



Zusatze/ iBackvolumen 
100 kg Mehl I 70 min Gare 



90 min Gare 



Poren- 
struktur 



ohne Zusatz 



1000 ccm 



100 



1050 ccm 



100 



ungleich 
maSig 



Pilzamylase 
10000 SKB 



1050 ccm 



105 



1130 ccm 



107 



ungleich 
mafeig 



Pilzamylase 
10000 SKB. 
+ 

Phospholipase 
2500 PLU 



1100 ccm 



110 



1225 ccm 



117 



ungleich 
maSig 



Pilzamylase 
50000 SKB 

Pilzamylase 
50000 SKB 
+ 

Phospholipase 
12500 PLU 



1225 ccm 



122 



1275 ccm 



121 



ungleich 
maSig 



1275 ccm 



128 



1365 ccm 



130 



gleich 
ma£ig 



Pilz-Xylanase I 1325 ccm 
12000 UXYL 



133 



1375 ccm 



131 



gleich 
mafeig 



Pilz-Xylanase 
1200 UXYL 

+ 

Phospholipase 
12500 PLU 



1375 ccm 



138 



1475 ccm 



140 



gleich 
mafcig 
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SEQUENZP ROTOKOLL 



(1) ALLGEMEINE ANGABEN : 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: ROEHM GMBH 

(B) STRASSE: Kirschenallee 

(C) ORT: Darmstadt 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLE ITZ AHL : 64293 

(A) NAME: LOEFFLER, Fr idol in 

(B) STRASSE: Karl-Henkelmann-Weg 4 

(C) ORT: Bensheim 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLE ITZ AHL: 64625 

(A) NAME: JUNGSCHAFFER, Gerald 

(B) STRASSE: Haehnleiner Strasse 1A 

(C) ORT: Alsbach-Haehnlein 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLE ITZ AHL: 64665 

(A) NAME: KHANH, Quoc Nguyen 

(B) STRASSE: Am Tannenberg 9 

(C) ORT: Reichelsheim 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLE ITZ AHL : 64385 

(A) NAME: SCHUSTER, Erwin 

(B) STRASSE: Darmstaedter Str. 237 

(C) ORT: Bensheim-Auerbach 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: 64625 

(A) NAME: SPROESSLER, Bruno 

(B) STRASSE: Auf der Schmelz 93 

(C) ORT: Rossdorf 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: 64380 

(A) NAME: WOLF, Sabine 

(B) STRASSE: Otzbergstrasse 44 

(C) ORT: Otzberg 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: 64853 
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(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Protein mit Phospholipaseaktivitaet 
(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 4 

(iv) COMPUTER-LESBARE FAS SUNG: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRI EBSS YSTEM : PC-DOS/MS -DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 

) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 1368 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Doppelstrang 

( D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Genom-DNA 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(iv) ANTISENSE: NEIN 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: intron 

(B) LAGE:222. .275 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: intron 

(B) LAGE:442. .486 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: intron 

(B) LAGE:824 . .874 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLOSSEL: CDS , , on % 

(B) LAGE :join(140..221, 276. .441, 487. .823, 875. .1180) 
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(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: mat_peptide 

(B) LAGE: 221. . 1180 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: sig_peptide 

(B) LAGE: 140. -220 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 

ATGGGGAATT GGGGTGGGTA ATATGATACA GGTATAAAAG GGGGCTCGGA GGTGCAGTTG 60 

GATAGAAGCA TTGTGTGTGC ATTGCAGCAG TCCGTTGGTC TCACGTCTCT GGTTGCCTCG 120 

ATTGTATATA TACTGCAGG ATG TTC TCT GGA CGG TTT GGA GTG CTT TTG ACA 172 

Met Phe Ser Gly Arg Phe Gly Val Leu Leu Thr 
-27 -25 -20 

GCG CTT GCT GCG CTG TGT GCT GCG GCA CCG ACA CCA CTT GAT GTG CGG A 221 
Ala Leu Ala Ala Leu Cys Ala Ala Ala Pro Thr Pro Leu Asp Val Arg 
-15 -10 -5 

GTAGGTGTGC CTGATTTGAA GTGGCTGGAT AGCACTGATG AAGGTTTTGA AT AG GT 277 

Ser 

i 

GTC T"G ACT TCC ACG TTG GAT GAG CTG CAA TTG TTC TCG CAA TGG TCT 325 
Val ^er Thr Ser Thr Leu Asp Glu Leu Gin Leu Phe Ser Gin Trp Ser 

5 10 15 

GCC GCA GCT TAT TGC TCG AAC AAT ATC GAC TCG GAC GAC TCT AAC GTG 373 
Ala Ala Ala Tyr Cys Ser Asn Asn lie Asp Ser Asp Asp Ser Asn Val 
20 25 30 

APA TGC ACG GCC GAC GCC TGT CCA TCA GTC GAG GAG GCG AGC ACC AAG 421 
Thr Cvs Thr Ala Asp Ala Cys Pro Ser Val Glu Glu Ala Ser Thr Lys 
35 40 45 

ATG CTG CTG GAG TTT GAC CT GTATGTTGCT CCAGTGAAAT GGATAGAACA 471 
Met Leu Leu Glu Phe Asp Leu 
50 55 

rAGCTGATTG AATAG G ACA AAT AAC TTT GGA GGC ACA GCC GGT TTC CTG 520 

Thr Asn Asn Phe Gly Gly Thr Ala Gly Phe Leu 

60 65 

GCC GCG GAC AAC ACC AAC AAG CGG CTC GTG GTC GCC TTC CGA GGC AGT 568 

Ala Ala Asp Asn Thr Asn Lys Arg Leu Val Val Ala Phe Arg Gly Ser 
70 75 80 

AGC ACC ATC AAG AAC TGG ATT GCT GAT CTC GAC TTC ATC CTG CAA GAT 616 
Ser Thr lie Lys Asn Trp lie Ala Asp Leu Asp Phe lie Leu Gin Asp 
85 90 95 
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AAC GAT GAC CTC TGT ACT GGC TGC AAG GTT CAC ACT GGA TTC TGG AAG 664 

Asn Asp Asp Leu Cys Thr Gly Cys Lys Val His Thr Gly Phe Trp Lys 

10 o 105 110 115 

GCA TGG GAA GCC GCT GCA GAC AAT CTG ACG AGC AAG ATC AAG TCC GCG 712 
Ala Trp Glu Ala Ala Ala Asp Asn Leu Thr Ser Lys lie Lys Ser Ala 

120 125 130 

ATG AGC ACG TAT TCG GGC TAT ACC CTC TAC TTC ACC GGG CAC AGC TTG 760 
Met Ser Thr Tyr Ser Gly Tyr Thr Leu Tyr Phe Thr Gly His Ser Leu 

135 140 145 

GGC GGC GCA TTG GCT ACA CTG GGA GCA ACG GTC TTG CGA AAT GAC GGT 808 
Gly Gly Ala Leu Ala Thr Leu Gly Ala Thr Val Leu Arg Asn Asp Gly 
150 155 160 

TAT AGC GTT GAA CTG GTGAGTGCTT CAGAGGGTGA TCATTAAACA GCCGGTTCTG 863 
Tyr Ser Val Glu Leu 
165 

ACAGTCAATA G TAC ACC TAT GGA TGT CCT CGA GTC GGA AAC TAT GCG CTG 913 

Tvr Thr Tyr Gly Cys Pro Arg Val Gly Asn Tyr Ala Leu 
170 175 180 

GCC GAG CAC ATC ACC AGC CAG GGA TCT GGA GCG AAC TTC CCT GTT ACA 961 
Ala Glu His lie Thr Ser Gin Gly Ser Gly Ala Asn Phe Pro Val Thr 

185 190 195 

CAC TTG AAC GAC ATC GTC CCC CGG GTG CCA CCC ATG GAC TTT GGA TTC 1009 
His Leu Asn Asp He Val Pro Arg Val Pro Pro Met Asp Phe Gly Phe 
200 205 210 

AGC CAG CCA AGT CCA GAA TAC TGG ATC ACC AGT GGC ACC GGA GCC AGT 1057 
Ser Gin Pro Ser Pro Glu Tyr Trp lie Thr Ser Gly Thr Gly Ala Ser 
215 220 225 

GTC ACG GCG TCG GAT ATT GAA CTC ATC GAG GGA ATC AAT TCG ACG GCG 1105 
Val Thr Ala Ser Asp He Glu Leu He Glu Gly He Asn Ser Thr Ala 
230 235 240 245 

GGG AAT GCA GGC GAA GCA ACG GTG GAC GTT TTG GCT CAC TTG TGG TAC 1153 
Glv Asn Ala Gly Glu Ala Thr Val Asp Val Leu Ala His Leu Trp Tyr 
Y 250 255 260 

TTT TTC GCA ATT TCA GAG TGT CTG CTA TAGCTTGGAC AGTCCGATGA 1200 
Phe Phe Ala He Ser Glu Cys Leu Leu 

265 270 

AATAAGTGCG GAGAGAAAGT GTAAATAGTA ATTAAGTATA TATCAGGCAG AGAAGCAGTG 1260 
GTGGTCAGAG AAGAAAGAGT GAGTCCCATT ACGTAGCAGA TAACCACGTG TGGAGGCGCT 1320 
GTTCCTCCAC TTGCAGTTGC GGCCATCAAT CATATTCTTC TCCTTACT 1368 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 297 Aminosauren 

(B) ART: Aminos aure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOlS: Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

Met Phe Ser Gly Arg Phe Gly Val Leu Leu Thr Ala Leu Ala Ala Leu 
-27 -25 "20 

Cvs Ala Ala Ala Pro Thr Pro Leu Asp Val Arg Ser Val Ser Thr Ser 
-10 "5 1 5 

Thr Leu Asp Glu Leu Gin Leu Phe Ser Gin Trp Ser Ala Ala Ala Tyr 

10 15 20 

Cvs Ser Asn Asn lie Asp Ser Asp Asp Ser Asn Val Thr Cys Thr Ala 
1 25 30 35 

ASP Ala Cys Pro Ser Val Glu Glu Ala Ser Thr Lys Met Leu Leu Glu 
40 45 50 

Phe Asp Leu Thr Asn Asn Phe Gly Gly Thr Ala Gly Phe Leu Ala Ala 
55 60 65 

Asp Asn Thr Asn Lys Arg Leu Val Val Ala Phe Arg Gly Ser Ser Thr 

75 80 83 



70 



He Lys Asn Trp lie Ala Asp Leu Asp Phe lie Leu Gin Asp Asn Asp 

Asp Leu Cys Thr Gly Cys Lys Val His Thr Gly Phe Trp Lys Ala Trp 

105 HO H5 

Glu Ala Ala Ala Asp Asn Leu Thr Ser Lys He Lys Ser Ala Met Ser 
120 125 130 

Thr Tvr Ser Gly Tyr Thr Leu Tyr Phe Thr Gly His Ser Leu Gly Gly 
!35 140 145 

Ala Leu Ala Thr Leu Gly Ala Thr Val Leu Arg Asn Asp Gly Tyr Ser 

160 165 



Val Glu Leu Tyr Thr Tyr Gly Cys Pro Arg Val Gly Asn Tyr Ala Leu 

170 175 I 80 

Ala Glu His He Thr Ser Gin Gly Ser Gly Ala Asn Phe Pro Val Thr 

185 190 195 

His Leu Asn Asp He Val Pro Arg Val Pro Pro Met Asp Phe Gly Phe 
200 205 210 
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Ser Gin Pro Ser Pro Glu Tyr Trp He Thr Ser Gly Thr Gly Ala Ser 
215 220 225 

Val Thr Ala Ser Asp He Glu Leu He Glu Gly He Asn Ser Thr Ala 
230 235 240 245 

Glv Asn Ala Gly Glu Ala Thr Val Asp Val Leu Ala His Leu Trp Tyr 

250 255 260 

Phe Phe Ala He Ser Glu Cys Leu Leu 

265 270 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 4 2 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii).ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(iv) ANTISENSE: NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHRE IBUNG : SEQ ID NO: 3: 
GGAATTCACC TGCTAACCAT GTTCTCTGGA CGGTTTGGAG TG 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 34 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(iv) ANTISENSE: NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 
CGGGATCCAA GCTATAGCAG ACACTCTGAA ATTG 
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BUDAP ESTER VERTRAG ODER DIE INTERNATIONALE 
ANERKENNUNG DER HINTERLEGUNG VON MlKROOaC/.NlSMEr! 
FOR DIE ZWECKE VON PATENTVERFAHREN 



INTERNATIONALES FORMBLATT 



R6hm GmbH 
Kirschenallee 42 

64293 Darmstadt empfangsbestatigung bei ersthinterlegung. 

ausgestellt gemafi Regel 7. 1 von der unten angegebenen 
INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 



|. KENNZEICHNUNG DES MIKROORGANISMUS 



Vom HINTERLEGER zugcteiltes Bezugszeichen: 
RH 3745 



Von der INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugeteilte EINGANGSNUMMER: 

DSM 11283 



U. WISSENSCIIAFTLICllE BESCHREIBUNCJ UND/ODER VORGESCHLAGENE TAXONOM1SCHE BEZEICHNUNG 



Mit dcm unicr i. bczeichneten Mikroorganismus wurde 



( ) cine wissenschaftliche Beschreibung 
{X ) einc vorgcschlagene taxonomische Bczeichnung 

cingereiclu. 

(Zutrett'cr.dcs ankrcuzen). 
III. EINGANG UNO ANNAHME 

Diese intemaiionale Hintcricgungsstelle nimmi den untcr I bczeichneten Mikroorganismus an. der bei ihr am 1996-11-11 (Datum der 
Ersthinterlegung)' eingegangen ist 



IV. EINGANG DES ANTRAGS AUF UMWANDLUNG 



Der untcr i bczeichnetc Mikroorganismus ist bei dieser Intcmationalcn H inter legungsstclle am eingegangen (Datum der Erst- 
hintcrleguncj und ein Anlrag auf Umwandlung dieser Ersthtnteriegung in cine Hinterlcgung gemau Budapcster Vertrag ist am 
eingegangen i Datum des Eingangs des Antrags auf Umwandlung). 



V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 



Name- DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIK.ROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 

Anschnlt: Maschcroder Wee lb 
D-38124 Braunschweig 



Untcrschriltfcn) der zur Vertretung der intemationalen Hinterlegungsstelle 
bclugten Persontcn) odcr des (dcr> von mr crmachticten Bedienstcten: 

Datum: 1996-11-15 



1 Falls Rcgcl 6.4 Buchstabc d zutrifltt ist dies der ZcitpunkL zu dcm der .Status emcr imcmationalen Hinleriegunsssiclle erworben worden isl 
Formblau DSMZ-BP/4 (cinzigc Scilc) 0196 
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BUD AP ESTER VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE 
ANERKENNUNG DER HINTERLEGUNG VON M1KROORKAN1SMUN 
FUR DIE ZWECKE VON PATENTVERFAH.1E i 



INTERNATIONALES FORMBLATT 



Rohm GmbH 
Kirschenallee 42 

64293 Darmstadt 

LEBENSFA HI G KEITSB ESCHEINIGUNG 

ausgestellt gemaG Regel 10.2 von derumen angegebencn 

INTERNATIONALEN HINTERLEG IfNGSSTELLE 



1. HINTERLEGER 

♦ 


11. KENNZEICHNUNG DES MIKROORGANISMUS 


Name: Rohm GmbH 

Kirschenallee 42 

Anschrift: 

64293 Darmstadt 


Von der INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugeteiite EINGANGSNUMMER: 

DSM 11283 

Datum der Hinlerlegung oder WeiteHeirung 1 : 
1996-11-11 


III. LEBENSFAHIGKEITSBESCHEINIGUNG 


Die Lebcnsfahigkcit des u titer II genanmen Mtkroorgantsmus ist am 1996 
Zu dicscm Zeitpunkt war der Mikroorganismus 


-11-12 1 gepniti worden. 


iX)' Icbcnsfahig 

( >' nicht mehr lebensfahig 




IV. BEDtNGUNGEN. UNTER DEN EN DIE LEBENSFAHIGK.EITSPRUFUNG DURCHGEFUHRT WORDEN IST 




V. INTERNATIONALE 1 liNTERLEGUNGSSTELLE 


Name: DSMZ- D EUTSCHE SAMMLUNG VON 

M1KROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 


Untcrschritu'cn) der zur Vertretung der imcmaiionalen Hinterlegungsstcile 
berugtcn Person(en» oder des (der) von ihr ermachtigten Bediensteten: 


Anschntr. Maschcroder Wee lb 
D-38124 Braunschweig 


Daium: 1996-11-15 



Angabe des Datums der Ersthimerlegung. Wcnn eine crneute Hinterlegung oder erne Weiierlcitung vorgenommcn worden isi. Angabe des Datums 
der jeweiis leizten cmcuten Hmtcrlcgung oder Weiterieitung. 

In den in Reecl 10.2 Buchstabc a ZilTcr ii und iii vnrccsehenen Fallen Angabe der Ictztcn Lcbcnstahigkeitsprutung. 
Zuircllendcs ankreuzen. 

AusluUcn. wcnn die Angabcn bcanirngi worden sind und wcnn die Ergebnisse der PrUtuns negativ wnren. 



Formblatt DSMZ-BP/9 (etnzigc Seitc) 0196 
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BUDAPESTER VERTRAG ODER DIE INTERNATIONALE 
ANERKENNUNG DER HtNTERLEGUNG VON MIKROO^OANISMEN 
FUR DIE ZWEOCE VON PATENTVGRFAHREN 



INTERNATIONALES FORMBLATT 



Rohm GmbH 
Kirschenallee 42 

64293 Darmstadt 



EMPFAN GSB ESTATIGUNG BEI ERSTHINTERLEG UNG. 
ausgestellt gematt Reed 7.1 von der untcn angegebenen 
INTERNATIONALE^ HINTERLEGUNGSSTELLE 



I. KENNZEICHN UNG DES MIKROORGAN1SMUS 



Vom HINTERLEGER zuccteiites Bezugszcichcn: 
RH 3886 



Von dcr INTERNATIONALE* HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugcteilte EINGANGSNUMMER: 

DSM 11284 



II. WISSENSCHAFTUCHE BESCHREIBUNG UND/ODER VORGESCHLAGENE TAXONOMISCHE BEZEICHNUNG 



Mit dem umcr I. bczeichneten Mikroorgantsmus wurdc 

( ) cine wtssemchaftltche Beschrcibung 
(X ) cine vorgeschlagene taxonomischc Bezeschnung 

eingereicht. 

(Zutfcttcndes ankreuzen). 



III. EINGANG UND ANNAHME 



Diese iniernaiionalc HinterlegungssieHe nimmt den unier I bczeichneten Mikroorgantsmus an. der bei ihr am 19 96-11-11 (Datum der 
£^0116^61^)' cingegangen ist 



IV. EINGANG DES ANTRAGS AUF UMWANDLUNG 



Der umcr I bezeichnete Mikroorgantsmus ist bei dicscr Intcmauonalen Hinteriegungsstetie am cingegangen (Da rum der Erst- 
hinteriecun2> und ein Anirag auf Umwandlung dicscr Erslhinterlecung tn cine Himerlegung gemaii Budapcster \ crtrag isi am 
eingegangen t Datum des Eingangs des Antrags auf Umwandlung i. 



V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 



Name: DSMZ- DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

NI1KJ100RGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 

Anschrili: Mischerodcr Wcg lb 
D-38I2-I Braunschweig 



Unterschrirticni dcr zur Vertrerunc dcr intemauonalen Himcriceungsstcllc 
betuaten Persomem Oder des tden von ihr crmachtieten Bcdiensieten: 



^3 C 



Datum: ir?6-ll-l5 



1 Falls Regcl 6.4 Buchstabe d ztroiflt isi dies der ZehpunkL zu dem der Status cmer intcrnaiionalen Htmcricguncssiellc crworocn worden ist. 
Formblau DSMZ-BP/4 (cinzige Seitc) 0196 
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BUDAPESTER VERTRAG USER DIE INTERNATIONALE 
ANERKENNUNG DOR HINTERLEGUNG VON MIKROORG \N1SMEN 
FUR DIE ZWECKE VON PATENTVERFAHRZN 



INTERNATIONALES FORMBLATT 



Rdhm GmbH 
Kirschenallee 42 

64293 Darmstadt 



LEBENSFAHIGKEITSBESCHEINIGUNG 

ausgestelli g email Regel 10.2 von der unten angegebenen 

INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 



I. HINTERLEGER 

Name: Rohm GmbH 

Kirschenallee 42 

Anschrift: 

64293 Darmstadt 



II. KENNZEICHNUNG DES MIKROORGANISMUS 

Von der INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugeteilte EINGANGSNUMMER: 
DSM 11284 

* 

Datum der Htnteriegung oder Weiterleitung 1 : 

1996-11-11 



111. LEBENSFAHIGKEITSBESCHEINIGUNG 



Die Lebensfahigkett des unter II genannten Mikroorganismus islam 1996-11-12 1 gepruft worden. 
Zu diesem Zeitpunkt war der Mikroorganismus 

(X)' lebenslahtg 

( )' nicht mehr lebenslahig 



IV. BEDINGUNGEN. UNTER DEN EN DIE LEBENSFAH1GKE1TSPRUFUNG DURCHGEFUHRT WORDEN 1ST 



V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 



Name DSMZ- DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORG AN ISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 

Anschrili: Mascheroder Wcg lb 
DOS 124 Braunschweig 



Umerschrilifen) der zur Vcnrerung der Internationale n Hinterlegungsstellc 
berueten Personlcnl oder des (der) von ihr crmachtigten Bcdiensteten: 



Datum: 



1996-11-15 



Anaabc des Datums der Emhtntcrleaung. Wcnn cine emeute Hintcrleeung Oder cine Weiierlchune vorccnommcn worden ist. Annabe des Datum* 
der iewcils leuicn erncuicn Himcrlccun? oder Wciicrtcuung. 

In den in Recel 10.2 Bucltsiabc a Zillcr ii und ni sorccsehenen Fallen Anaabc der tetztcn Lcbcnstaliiekciispruiun? 
Zutretfendes ankreuzen. 

AusfuUcn. wcnn die Angabcn bcaniragt worden sind und wcnn die Ercebnissc der PrUiune neeauv vvarcn. 



Formblau DSMZBP/9 (emztge Seitc) 0196 
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DUD A PESTER VERTRAG UDER DIE INTERNATIONALE 
ANERKENNUNG DER HINTERLEGUNG VON MIKROORGAMJMEi>l 
FUR DIE ZWECKE VON PATENTVERFAHREN 



INTERNATIONALES fORMOLATT 

• 


Rohm GmbH 
Kirschenallee 




64293 Darmstadt 


EMPFANGSDESTATIGUNG BEI ERSTHrNTERLEGUNG. 
ausgestclll gemafl Rcgel 7.1 von der unten angegebenen 
1 NTERN ATI ON A LEN HINTERLEGUNGSSTELLE 


I. KENNZEICI INUNG DES MIKROORGANISMUS 


Vom HINTERLEGER zugeteihes Qczugszeichen: 
RH 3046 


Von der INTERNATTONALEN H INTERLEG UNGSSTELLE 
zugeteilte EINGANGSNUMMER: 

DSM 10652 


II. WISSENSCHAFTLICHE DESCHREIBUNG UND/ODER VORGESCHLAGENE TAXONOM1SCHE BEZEICIINUNG 


Mil dcm tinier 1. bczeiclincten Mikroor gam sinus wurde 




( ) cine wtsscnschafllichc Bcsclucibung 

(X ) erne vorgeschlagene taxonomische Dczetchnung 




cingcrciclu. 

(Zutrcilcndcs ankreuzen). 




III. EINGANG UNO ANNAHME 


■ * 

Diese intcmationaie Hinterlegungsstcile nimmt den untcr 1 bezeicltncten Mikroorganismus an. der bei ihr am 19 96-04-24 {Daium der 
Ersthinicricgungr cingegangen ist. 


IV. EINGANG DES ANTRA GS AUF UMWANDLUNG 


Der untcr 1 bczcichncte Mikroorganismus isl bei dieser Inlcrnationnlcn Hinterlegungsstcile am cingegangen (Datum der Erst- 
htnterlcgung) und cin Anttag nuf Umwandlung diescr Ersthinterlcgung in cine Hinterlegung gemafl Dudapestcr Vertrag ist am 
cingegangen (Datum des Eingangs des Antrags auf Umwandlung). 


V. INTERNATIONALE H INTERLEG UNGSSTELLE 


Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 


Umerschrifi(en) der zur Vcrtrctung der intemationalen Hinterlegungsstelle 
befugten Pcrsonien) odcr des fder) von ihr ermachlietcn Uedienstcicn: 


A ns thrift: Mascherodcr Wcg lb 
DOS 124 Braunschweig 


Datum: 1996-04-26 



1 Tails Rcscl 6.4 Buchsiabc d mm lft. isl dies der Zcilptinki. zu Ucjji dec Status cincr imcrnaiiunalcn Hinterlegungsstcile envorben worden ist. 



lormblau DSMZ-DPAI (chizigc Scite) 0196 
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DUDAPESTGR VERTRAG UDOR DIC INTERNATIONALE 
ANERKENNUNG DOR HINTERLEGUNG VON MI K r.OOR 3 AN 1 5MEN 
FUR DIE ZWECKE VON PATENTVERFAriK bN 



INTERNATIONALES FORMQLATT 



Rohm GmbH 
Kirschenallee 

64293 Darmscadt 

LEQENSFAHIGKEITSnESCMEINIGUNG 

ausgestetlt gemaA Regel 10.2 von der unten angcgcbcnen 

1NTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 



1. IIINTERLGGER 


II. JCENNZEICI INUNG DES MIKROORGANISMUS 


Name: Rohm GmbH 

Kirschenallee 

Anscluitt: 

64293 Darmscadt 


Von der INTERNATIONA LEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugeteilte EfNGANGSNUMMER: 

DSM 10652 

Datum der Hintcrlcgung Oder Weiterteitung 1 : 
1996-04-24 


III. LEDENSFAHIGKG1TSBESCHEINIGUNG 


Die Lcbcnstnluskeii des untcr II genanmen Mikroorganismus isi am 1996 
Zit dicscm /x it punk I war tier Mikroorganisnius 


-04-24 1 gepruft worden. 


(X)' Ichcnsi'aliig 

( )' nichi mchr lebensfahig 




IV. DEDINGUNGEN. UNTER DEN EN DIE LEDENSFAHIGKE1TSPRUFUNG DURCIIGEFUHRT WORDEN 1ST 

* 




V INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 


Name: DSMZ- DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGAN1SMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 

Ansclirifi: Mascherodcr Wcg lb 
0-38124 Braunschweig 


Untcrschrifl(en) der zur Venreiung der imcrnationalcn Hinicrtcgungsstcll 
befugicn Pcrsontcn) Oder des (der) von ihr ennachiigten Dcdiensteicn: 

Datum: 1996-04-26 



Angnbc dc$ Datuins der Ertthimcrlcgung. Wenn emc crncuic I I'mterlcgung odcr cine Wciicrlcttung vorgenommen worden t<t. An«abc des Dai 
der jcweils Ictztcn crncutcn Hintcriecung odcr WeitcricitunG. 

hi den in Reset 10.2 Uuchstabc a ZifTer ii und iti vorecschcncn I alien Ancahc der Ictr.cn LcbcnsrahiGkciispruuinn 
/,u ire I ten des ankrcur.cn. 



Auslullcn. wenn die Angabcn bcamrapi worden stnd und wenn die Urscbnissc der Pru'img ncgativ warcn. 
rormbtatt DSMZ-OP.«J (cinzigc Scite)OI96 
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DU DA PESTER. VERTRAO UUER DIE I NTERN ATION/\ _ii 
ANERKENNUNG DER HINTERLEGUNG VON MtKIOOEGANICMEN 
FOR DIE ZWECKE VON PATENTVERFAIIREN 



INTERNATIONALES FORMDLATT 



Rohm GmbH 
Kirschenallee 



64293 Darmstadt 



EMPFANGSQESTATIGUNG DEI ERSTHrNTERLEGUNG. 
ausgestellt ccmatl Regel 7.1 von der umcn angegebenen 
INTERN AT10N A LEN HINTERLEGUNGSSTELLE 



I. KCNNZEICI INUNG DES M1KROORGANISMUS 



Vom IUNTERLEGER iugcteiltcs Dczugszcichcn: 

pKC3 



Von dcr INTERNATIONA LEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugcicilic ErNGANGSNUMMER: 

DSM 10653 



II. WISSENSCIlAFTLICUE BESCHREIBUNG UND/ODER VORGESCHLACENE TAXONOMISCHE BEZEICHNUNG 

Mit Ocm umcr 1. bc/ctchneten Mtkroorgamsmus wurde 

(X ) cute mssenschafilichc Qcschreibting 

(X 1 cine vorccschlagene taxonomtschc Bezeichnung 

eincerciciii 

(Zuirctfcndc*, .inweuzeiw 

III. EINGANG UND KNNAMME 

Diese Internationale Hin:c:icgungsstelle nimnu den untcr I bczeichnctcn Mtkroorgamsmus an. dcr bci ihr am 1996-04-24 (Datum dcr 
Ersthintcrlegung) ein;tgansen ist. 

IV. EINGANG DES ANTRAGS AUF UMWANDLUNG 

Dcr umcr i bc/ciciinctc Mikroorganismus ist bci dicscr Intcmauonalcn Hinterlcgungsstcllc am eingegangen (Datum dcr Erst- 
hintcrlccuncj mid cm Armac aul" Umwandlung dicscr Ersdiintcrlcgung in cine Hintcricgung gcmaQ Oudapcstcr Vcnrag ist am 
eingegangen i Datum des Eingangs des Antrags aut Umwandlung). 



V INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 



Name DSMZ-DEUTSCIIE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UNO ZELLKULTUREN GmbH 

Anschnit MiischcroUer Wcg lb 
Dj812-1 Hraun^chwcic 



Untcrschrififcn) dcr 7.ur Venrctunc dcr intcrnationalcn Himcriccungsstelle 
bcftigtcn Pcrsontcn) odcr des (den von ihr ermachucicn Hcdtcnstcten- 



Datum 1996 - j 4 - 2 



■ Falls Kc»ct ti l lliiclisiabi; o ttixilli. ist dies dcr /.enpunkt. zu dem dcr Status cuter inicriMiumatcn Hintcrtccungsstelle crworncn warden isi 
Fiirmblall DSM/.-til'/l (cm/iee Seiic) 01% 



WO 98/31790 PCT/EP98/00081 
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BUDAPESTER VERTRAG UDER DIE INTERNATIONAL 
ANERKENNUNG DER HINTERLEGUNG VON MI K 100 PC AN !f. MEN- 
FUR DIE ZWECKE VON PATENTVERFAI iRLN 



INTERNATIONALES FORMDLATT 



Rohm GmbH 
Kirschenallee 

64293 Darmstadt 

LEQENSFAHIGKEITSDESCHEINIGUNG 

ausgestellt gcmali Regcl 10.2 von der umcn nngcgcbcnen 

INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 



1. H1NTERLEGER 


II. KENNZEICHNUNG DES MIKROORGANISMUS 


Name: Rohm GmbH 

Kirschenallee 

Anschrifi: 

64293 Darmstadt 


Von der INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE . 
zugeteilte EINGANGSNUMMER: 

DSM 10653 

Datum der Hinterlegung oder vVcuerleuung 1 : 
1996-04-24 


111. LEQENSFAWGKEITSDESCIIEINIGUNG 


Die Ubcnslahickcit des umcr 11 genannten Mikroorgamsmus isi am 1996 
Zu dicscm Zciiptinkt wnr dcr Mikroorgnnismus 




04-24 1 geprurt worden. 


(X)' lebenstahig 

( )' nichl mchr Icbcnslhhiij 






IV. GEDfNGUNGEN, UNTER DENEN DIE LED ENSFAHIGKEITSPRU FUNG DURCHGEFUHRT WORDEN 1ST 


• 


V. INTERNATIONALE 1 IINTF.RLEGUNGSSTELLE 


Name: DSMZDEUTSCHE SAMMLUMG VON 

M1KROORGANISMEN UND ZELLKL'LTUREN GmbH 

Anjchriit: Mascherodcr Wcg ib 
D-38I24 Braunschweig 


Unterschrirtfen) dcr zur Vcnrctung der mternntionalen llinierlecungsstelle 
befugtcn Pcrson(en) odcr des (6cr\ von ihr crmachtigten tiediensteien: 

Datum: 1996-04-26 



Angabc des Datum* dcr Ertthinlcrlcctini; Wcnn cine crnciitc Hinicrlcgung odcr cine Wcilcrlcilunt; vnrccnmmmrn \vnr.:-jn i\l. Anuahe des Oaluin 
der jeweds Icmcn crnemen llintcrlccutv.*. odcr Wciicrlcimnc. 

In den in Rcgcl 10.2 nuchsialic a /it!'-*i :i una in vnr-cschcncn Fallen Ancabc dcr Icir.icn IxbensiahiekeKSpruluns 
/.uirctfcndcs ankreuzen 

Austullcn. wcnn dtc Any;ibc» beamravi uorden smd und wcnn tlic Erecbnissc dcr I'niluny nci;ativ w;»cn 



Formblau DSMZ-DP0 (cinzicc Scire) 0106 
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OUDAPESTER VERTRAG UDER DIE INTERNATIONAL 
ANERKENNUNG DER IHNTERLEGUNG VON MIKROOROANISN'EN 
FUR DIE ZWECKE VON PATENTVERTAhkEN 



INTERNATIONALES FORMQLATT 



Rohm GmbH 
Kirschenallee 

64293 Darmstadt 

EMPFANGSBESTATIGUNG DEI ERSTH fNTERLEG UNG . 
auigesielit pemaQ Regel 7.1 von dcr untcn angegebenen 
INTERNATIONALEN H INTER LEG UNGSSTELLE 



I. KENNZEICJINUNG DES MIKROORGANISMUS 


Vom HINTERLEGER zuccieilics Uczugszetchcn: 


Von dcr INTERNATIONALEN HINTERLEG UNGSSTELLE 






zugeteihe EINGANGSNUMMER: 


■ 


pKC9 




i 
i 




DSM 10654 





II. WISSENSCHAFTLtCHE BESCHREIBUNG UND/ODCR VORGESCHLAGENE TAXONOMISCHE DE2E1CHNUNG 



Mtt dem umcr I. bc2c»chnc:cn Mikroorgamsmus wurde 



(X ) cine wisscnschaiilichc IJcschrcibung 

(X ) cme vnrgcschlagenc taxononmchc Bczetchnung 

ctngereictu 

(ZutrctlcnUcs ankrcuzcni 



111. EINGANG UND ANN All ME 



Dtcsc Internationale Himcrlczungsstcllc mmmi den umcr I bezctchneten Mikroorgamsmus cn. dcr bci ihr am 19 96-04-24 (Datum dcr 
Enihtmertegungj' ctngcgar.gcn ist. 



IV. EINGANG DES ANTRAGS AUF UMWANDLUNG 



Dcr untcr I bezcichncie Mikroorgamsmus isi bci dicscr Imcrnattonalen HintcrlegungsstcH* am cingcgsngcn (Datum dcr Erst- 
hrntcrlegune) tind cin Antra? auf Umwanulung dicscr Ersdiimcrlcgung in ctnc Htnterlegung gcmaO Dudancstcr Venrag ist am 
cingegangcn (Datum dc$ Eingangs dcs Antrags aul Umwandtung) 



V INTERNATIONALE ! !!NTERLEG UNGSSTELLE 


Name DSMZ-DEU7SCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMKN UND ZELLKULTURHN GmbH 

Anschrifi- Maschcroucr ttcc lb 
U-38124 Uraunscitwcic 


Untcrschnfi(cn) dcr zor Vcnrctune dcr intcrnauonatcn 1 i inter legungsste He 
befugten Hcrsonicn) odcr dcs (dcr) von ihr ermaentisicn llcdicnstctcn: 

Datum. L ? 6 - 0«t * 2 'J 



' Falls Rcccl 0.-» DucJisunr.' J y.ulnllt. i>i dies dcr Zcununkt. zu dem dcr Status cuter inicrnatmnaicn lltntcitcgungsstcilc crwnmcu worden ist 



Formblatl DSMZ-tUVl (c::u.»v Scitel OlW» 



WO 98/31790 
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BUDAPESTER VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE 
ANERKENNUNG DER I IINTERLCGUNG VON M! K RC OH C AN ISM EN 
FUR DIE ZWECKE VON PATENTVERFAHRuN 



INTERNATIONALES FORMBLATT 



Rohm GmbH 
Kirschenallee 

64293 Darmstadt 

LEBENSFAHIGKEITSDESCHEINIGUNG 

ausgestdU gemaO Regel 10.2 von der untcn angegebenen 

fNTERNATlONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 



1. HINTERLEGER i 


II. KENNZEICHNUNG DES MIKROORGANISMUS 


Name: Rohm GmbH 

Kirschenallee 

Anschnft: 

64293 Darmstadt 


Von der INTERN ATI ON ALEN 1 { INTERLEG UNG S STELLE 
zugeteiltc EINGANGSNUMMER: 

DSM 10654 

Datum der Hinterlegung Oder Weiterteitung 1 : 
1996-04-24 


III. LEDENSFAI UG K.EITSD CSCi IEINIGUNG 


Die Lcbcnslhhis>keit des inner II genannten Mikroorganismus ist am 19 96 
2u dicsem Zcitpunkt war der Mikroorganismus 


-04 -24 ' gepruft wnrden. 

! 
■ 


[XY Icb-jnslahig 

i )' niclii mclir lebcnsiahig 




IV. DEDINGUNGEN. UNTER DEN EN DIE LEBENSFAI IIGKEITSPRUFl/NG DURCllGEFUIIRT WORD EN ISr 

• 




V INTERNATIONAL!: 1 IINTERLEGUNGSSTELLE 


Name: DSMZ*DEUTSCI IE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN IJND ZELLKULTUREN GmbH 

Anschnft: Mascheroder Wcg lb 
D-38124 Braunschweig 


UnicrschrifUcn) der zur Venretung der tntemattonalcn Himerlegungsstclle 
befualcn Hcrsontcn) odcr des (der) von ihr ermachticten Bcdiemuetcn: 

Datum: 19 96-04 -26 



Ananbc dt\ Datum* der Ersthmtcrlcgung Wenn cine crneutc Minicrlcgung eder cine ttcucrtcitnne vmgciiommcn wnrden ist. Angahc des Datum* 
tier jewcils IcUtcn crneutcn Hintcrtcgung odcr Wciicrlciiunc. 

In den tn Ucccl 10.2 Ihichstahc a /.ilTcr ii und lii vnrgcscncncn l-allcn Ancaoc der lc:/!v:i Lebcnsinhiekciispriil'une. 
/.utrc tTcndcs ankrcu7.en. 

AusftjHcn. wenn die Aniiabcn bcanirant worden sind ttnd wenn die Ergcbmssc ucr l'r.:h::»s ncgativ warcn. 



l orinblatl DSMZ-BIVO (cmxice Scttc) 0196 
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QUDAPESTER VERTRAG UUER DIE INTERNATIONAL 
ANERKENNUNG DER I IINTERLEGUNG VON MIKr.OORGANISMEN 
FOR DIE ZWECKE VON PATENTVERFAHI'EN 



INTERNATIONALES FORMDLATT 


Rohm GmbH 
Kirschenallee 




64293 Darmstadt 


EMPFANGSG ESTATIGUNG DEI ERSTH1NTERLEGUNG. 
ausgestellt gcmaQ Regel 7.1 von der unten angegefacnen 
INTERNATIONALEN II 1 NTER1.EG UNGSSTELLE 


1. KENNZEICHNUNG DES MIKROORGANISMUS 


Vom MINTERLEGER zugctciltes Bezugszcichen: 
pKC12 


Von der INTERNATIONALEN HrNTERLEG UNGSSTELLE 
zugcteilte ErNGANGSNUMMER: 

DSM 10655 


II. WISSENSCHAFTLICHE BESCHREIBUNG UND/ODER VORGESCHLAGENE TAXONOMISCHE BEZE1CHNLTNG 


Mil dcm untcr 1. bczcichncien Mikroorganismus wurde 




(X ) erne wtssenschaftliche Beschreibung 

(X ) cmc vorgcschlagene twonomische Dczeichnun? 




cingerciclti 

(Zutrcllcndes ankreozen). 




III. EINGANG UNO ANNAHME 


Diese international Hinterlegungsstelle nimmt den umcr 1 bczcichncien Mikroorganismus an. dec bei ihr am 1996-04-24 {Datum dcr 
Ersthimerlcgung/ cingegangen ist. 


IV. EINGANG DES ANTRAGS AUF UMWANDLUNG 


Dcr umcr 1 bczeichnctc Mikroorganismus ist bci dicser Internationale n 1 lintericgungssiellc am cingegangen (Datum dcr Erst- 
himerlcgiuigj ttnd cm Amrag aur Umwandlung dicser Ersthintcrlcgung tit cine Hinterlegung gcmail Dudapcstcr Venrag ist am 
cingegangen (Datum des Eingangs des Antrags auf Umwandlung). 


V. INTERNATIONALE lilNTERLEGUNGSSTELLE 


Name; OS MZ- DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmhH 


Untcrschrifl(cn) dcr zur Vcnrciung dcr intcrnationaicn Hintcrlegungsstclle 
bcluctcn I'crsontcn) odcr des (dcr) von ihr crmnchtigtcn Dcriienstcicn: 


Ansclutii Masdieradcr Wcg lb 
DO 8 124 Draunschwcig 


Datum: 1996-04-26 



' Falls Kegel 6.-1 Iluclisiabe d zutriffi. ist dies dcr Zcitpimki. zu dcm dcr Status cuter micrnattonaicn IlintcrlcgungsstcUc envorben \v»rden tsi 



lumtbtMt DSMZ-ntV-1 (cinzigc Scitc)0196 
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DUDAPESTER VERTRAG UOER DIE INTERNATIONA^ 
ANERKENNUNG DER IIINTERLEGUNG VON MIKP.OOROANISMEN 
POR DIE ZWECKE VON PATEMTVERFAi iRLN 



INTERNATIONALES FORMDLATf 



Rohm GmbH 
Kirschenallee 




64293 Darmstadt 


LEBENSFA) IIGKEITSDESCI 1EINIGUNG 

ausgesteilt gcmaO Rcgel 10.2 von der untcn angegebenen 

INTERNATIONA LEN HINTERLEGUNGSSTELLE 


1. UINTERLEGER 


II. KENNZEICHNUNG DES MIKROORGANLSMUS 


Name: Rohm GmbH 


Von dcr INTERNATIONA LEN HINTERLEGUNGSSTELLE 


Kirschenallee 


tugeieiltc E1NGANGSNUMMER: 


AnschritV 


DSM 10655 


64293 Darmstadt 


Datum dcr Hintcrlcgung Oder Wciicrleilunc': 

1996-04-24 


III. LEBENSFAIIIGKEITSDESCIIEINIGUNG 


Die Lcbcnsfhhigkeit des untcr 11 genannten Mikroorgamsmus isi am 1996 
Zu dicsem Zciiptinkc war dcr Mtkroorganismus 


• 

-04-24 1 gepruft worden. 


(X) 1 Icbcnsfahig 




( )' niclu mchr Icbcnsfahig 




IV. DEDINGLTNGEN. UNTER DEN EN DIE LEDENSFAH1GKEITSPRUFUNG DURCHCEFUMRT WORDEN 1ST 


• 


V INTERNATIONALE MINTERLEGUNGSSTELLE 


Name: DSMZ-DEUTSCIIE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 


Untcrschrirt(cn) dcr zur Vertrctung der intcrnationalcn Hinterlcgungssiclle 
befugten Person(en) odcr des (dcr) von iltr crnucluieien Ucdiensteten: 


A use drift: Mascherodcr Wcg lb 
DO 8 124 Draunschwcig 


Datum: 1996-04-26 



Angabc des Daiums dcr lirsthinlcrtccung. Wenn citic crncuic Hintcrlcgung odcr cine Wcitcrlcitnng vorgcnomnicn worden isi. Ansabc des Datum 
der jewcils Ictzicn crncuicn I lintcrlccung odcr Wcitcrlcitung. 

In den in Rcjcl 10.2 Duchsubc a ZifTcr ii und lii vnrgcschcncn Fallen Angabc dcr Ictzicn Ixbcnslahigkciuprul'unc 
Zuirctfcndcs ankreuzen. 

AuslUllcn, wenn die Angahcn bcamragi worden siud und wenn die Ergcbntssc ccr I'm fun" ncjianv warcii. 



Formblall DSMZDIV9 (emzigc Scitc) 0196 
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BUDAPESTER VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE 
ANERKENNUNG DER HINTERLEGUNG VON MIKRCCRGANIDMEN 
FUR DIE ZWECKE VON PATENTVERFAHREN 

p 



INTERNATIONALES FORMA LATT 

• 


Rohm GmbH 
Kirschenallee 42 




64293 Darmstadt 


EMPFANGSBESTATIGUNG BEI ERSTHINTERLEGUNG. 
ausgcstellt eemafi Regcl 7.1 von dcr unten angegebenen 
INTCRNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 


I. KENNZEICHNUNG DES MIKROORGANISMUS 


Vom H1NTERLEGER zugeteiltes Bezugszeichen: 
pKCN2 


. Von der INTERNATTONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE ! 
zugcteiUe EINGANGSNUMMER: i 

DSM 11352 


II. WISSENSCHAFTLICIIE BESCHREIBUNG UND/ODER VORGESCHLAGENE TAXONOMISCHE BEZEICHNUNG 


Mit dcm untcr 1. bczcichnctcn Mikroorganismus wurdc 




(X ) cine wissenschattlichc Beschrcibung 

(X ) cine vorgeschtagcne taxonomrschc Bezetchnung 




cingeretcht. 

(Zutrcttcndcs ankrcuzenl. 




III. EINGANG UND ANNAHME 


Dicse inicmationalc Himeriegungsstellc nimmt den timer 1 bezeichncten Mikroorganismus an. der bei ihr am 19 96-12-23 {Datum dcr 
Ersthinterlegung;- eingegangen ist 


IV. E1NGANG DES ANTRAGS AUF UMWANDLUNG 


Der untcr 1 bczeichncte Mikroorganismus isi bei dicscr Intcmauonaicn Himeriegungsstellc am eingegangen (Datum dcr Erst- 
hinterlegung) und ein Anirag aur Umwandlung dicser Ersihimerlecung in cine Hintericeung gcmaB Budapester Vertrag ist am 
eingegangen (Datum des Eingangs des Antrags aul Umwandlung). 


V. INTERNATIONALE HJNTERJLEGUNGSSTELLE 


Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

Ml KROORG. \ N IS M EN UND ZELLKULTUREN GmbH 


UmerschntUcni dcr zur Vertreuinc dcr intemattonalcn Hintcrtecungsstellc 
bel'ueten Pcrsonlem odcr des (dcr) von ihr crmaciitigtcn Bcdicnsteten: 


Anschnti: Maschcroder Wee lb 
D-38124 Braunscinvcia 


Datum: 1997-01-09 



1 Falls Regcl 6 -4 Buchstaoc d zuiriffl. ist dies dcr Zcitpunku zu dcm der Status cincr intern ationalen Hinterlenungsstclle erxvorben worden ist. 



Formblatt DSMZ-BP/4 {cinztgc Seite) 0196 



WO 98/31790 
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BUDAPESTER VERTRAG ODER DIE INTERNATIONALE 
ANERKENNUNG DER HINTERLEGUNG VON MIKROCRCANISMEH 
FUR DIE ZWECKE VON PATENTVERF AHKJ3 4 



INTERNATIONALES FORMBLATT 



Rohm GmbH 
Kirschenallee 42 




64293 Darmstadt 


LEBENSFAHIGKEITSBESCHEINIGUNG 

ausgestellt gemafl Regcl 10.2 von der unten angegebenen 

rNTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 


I. WNTERLEGER 


II. KHNNZEICHNUNG DES M1KROORGANISMUS 


Name: Rohm GmbH 

Kirschenallee 42 

Anschrift: 

64293 Darmstadt 


Von der INTERN ATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugetetlte EINGANGSNUMMER: 

DSM 11352 

Datum der Hinteriegung oder Weiterieitung : : 
1996-12-23 

* 


III. LEBENSFAH1GKEITSBESCHEINIGUNG 


Die Lebenstahiskcit des untcr II genonmen Mikroorganismus ist am 1996 
Zu dicscm Zeitpunki war der Mikroorganismus 


-12-23 1 geprutt worden. 


(X) 1 lebenstahig 

( )' nichi mchr iebensfahig 




IV. BEDINGUNGEN. UNTER DENEN DIE LEBENSFAHIGKEITSPRUFUNG DURCHGEFUHRT WORDEN 1ST 

■ 




V. INTERNATIONALE I IINTERLEGUNGSSTELLE 


Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 


UnterschrifUen) der zur Vcrtreiung der imernanonalcn Himerlegungssielle 
befugten Person! en) odcr des l der) von ihr ermnchtigten Bedienstetcn: 


Anschrift: Mascheroder Wee lb 
DOS 124 Braunschweig 


Datum: 1997-01-09 



Angabc des Datums der Ersihintcrlcsune. Wcnn einc crncute Hinterlegung oder cine Weiterlcituna vorgcnomnicn warden ist. Angabc des Dauims 
der jewcils tcizten erncutcn Hinteriegung Oder Wciicrleitung. 

In den in Rcge! 10.2 Duclisiabc a lifter ii und tii vorceschenen Fallen Ancabe der leizicn Lebcnsfahigkeiisprtmintr. 
Zutrciiendes ankreuzen. 

Auslullcn. wcnn die Angaben bcantragl worden sind und wenn die Erccbnisse der Priitung ncgativ wnrcn. 



Formblati DSMZ-BP# (cinzige Seitel 0196 



WO 98/31790 
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BUDAPESTER VERTRAG ODER DIE INTERNATIONALE 
AKERKENN UNG DER I IINTERLEGUNG VON MliCRCORG ANICMEN 
FOR DIE ZWECKE VON PATENTVERFAHilEN 



INTERNATIONALES FORMBLATT 


Rohm GmbH 
Kirschenallee 42 




64293 Darmstadt 


EMPFANGS BESTATIGUNG BEI ERSTHINTERLEGUNG. 
ausgestellt eemaO Regel 7.1 von der unten angegebenen 
INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 


I. KENNZE1CHNUNG DES MIKROORGANISMUS 


Vom HINTERLEGER zugeteiltes Bezugszeichen: 
RH 3909 


Von der INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugeteiite EINGANGSNUMMER: 

DSM 11353 


II. WISSENSCHAFTLICHE BESCHREIBUNG UND/ODER VORGESCHLAGENE TAXONOMISCHE BEZEICHNUNG 


Mil dcm umer 1. bezeichneten Mikroorganismus wurdc 




( ) cine wis sense haft lie he Beschreibung 

(X ) cine vorgeschlagene taxonomischc Bezeichnung 




eingueichL 

(Zutteltendes ankreuzen). 




III. EINGANG UND ANNAHME 


Diese Internationale H inter legungsstelle nimmt den unter 1 bczeichnctcn Mikroorganismus an. dcr bei ihr am 1996-12-23 (Datum der 
Ersihtniertegungr eingegangen isi. 


IV. EINGANG DES ANTRAGS AUF UMWANDLUNG 


Der untcr i bezeichnete Mikroorganismus ist bei dicscr Intemationatcn Hinterlecungsstelle am eingegangen (Datum der Erst* 
hinteriegung) und ein Antra? aut Umwandluns diescr Ersthintcrlegung in eine Hinteriegung gemaft Budapester Vcrtrag ist am 
eingegangen (Datum des Eingangs des Antrags aut Umwandlung). 


V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 

» 


Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MI KROORG AN I S MEN UND ZELLKULTUREN GmbH 


Unterschriufen) dcr zur Vcrtrcrung der intemattonaien HinteriecungssicDe 
befugtcn Pcrsonien) oder des (der) von ihr ermachtigten Bcdiensteten: 


Anschril't: Mascheroder Wcg lb 
D-38124 Braunschweig 


Datum: 1997-01-09 



1 Falls Regcl 6.4 Buchsiabe d zutrifft. isi dies der Zeitpunki zu dcm der Status emcr imcmationalcn Hinteriegungssteiie erworoen worden ist. 
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BUDAP ESTER VERTRAG OBER DIE I INTERN ATI ON ALE 
ANERKENNUNG DER HINTERLEGUNG VON MIKROoRGANISMfeN 
FOR DIE ZWEOCE VON PATENTVERFAHP EV 



INTERNATIONALES FORMBLATT 
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Kirschenallee 42 

64293 Darmstadt 

LEBENSFAHIGKHTSBESCHEINIGUNG 

ausgestetll gcmafi Regel 10 2 von der unten angegebenen 

INTERN ATI ON ALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 



1. HINTERLEGER 


II. KENNZEICHNLTNG DES MIKROORGANISMUS 


Name: R6hm GmbH 

Kirschenallee 42 

Anschrift: 

64293 Darmstadt 


Von der INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugeteilte EINGANGSNUMMER: 

DSM 11353 

Datum der Hintertegung oder Weitcricitung 1 : 

1996-12-23 


III. LEBENSFAH1GKEITSBESCHEINIGUNG 


Die Lebcnstahigkeil ties umer II genannten Mikroorganismus ist am 1996 
Zu diesem Zcapunkt war dcr Mikroorganismus 


- 12 - 2 7 1 gepriift worden. 


(X) 1 tebenstahig 

( )' nichi rnehr lebenstahig 




IV. BEDINGUNGEN, UNTER DEN EN DIE LEBENSFAH1GKEJTSPRUFUNG DURCHGEFUHRT WORDEN 1ST { 




V INfERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 


Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

M1KKOORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 


Unterschrift(en) der zur Vertretung der intcmaiionalen Hinterlcgungsstcllc 
berugtcn Person(cn) Oder des (der) von ihr crmachtigten Ucdicnstetcn: 


Anschrirt: Mascheroder Weg lb 
D-38124 Braunschweig 


Datum. 1997-01-09 



Angabe des Datums der Ersthinlerlecung. Wenn emc crncute Hintcrlecung oder eine Wciterteitung vorgenommen worden isl Angabe des Datum* 
der jeweils letzten emeuten Hintertegung Oder Wciterlcuune. 

In den in Reset 10.2 Buchstabe a ZifTcr ii und iii vurscsehenen Fallen Angabe dcr Ictzten Lebensiahiakcitspnltung. 
ZutrelTendes ankreuzen. 

AustUllen. wenn die Angabcn bcantragt worden stnd und wenn die Ersebnissc dcr i'rufung negativ waren. 
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Paten tanspriiche 

1. Protein mit Phospholipaseaktivitat dadurch g e - 
kennzeichnet , daft es die reife Sequenz der As- 
pergillus-Lysophospholipase oder eine davon abgeleitete Se- 
quenz besitzt und an mindestens einer Stelle gespalten sein 
kann, wobei im Falle einer Spaitung die Spaltstucke entweder 
uber mindestens eine unter reduzierenden Bedingungen spalt- 
bare Bindung verknupft sind, oder von den unverkniipf ten 
Spaltstiicken mindestens eines Phospholipaseaktivitat besitzt. 

2. Protein nach Anspruch 1, dadurch g e k e n n - 
zeichnet, daft es an mindestens einer Stelle gespal- 
ten ist und die Spaltstucke entweder uber mindestens eine un- 
ter reduzierenden Bedingungen spaltbare Bindung verknupft 
sind, oder von den unverkniipf ten Spaltstiicken mindestens 
eines Phospholipaseaktivitat besitzt . 

3. Protein nach einem der Anspriiche 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, daft die Sequenz mit Phospholi- 
paseaktivitat zu der analogen Sequenz der Aspergillus-Lyso- 
phospholipase zu mindestens 80% homolog ist. 

4. Protein nach einem der Anspriiche 1, 2 oder 3, dadurch 
gekennzeichnet , daft es die reife Sequenz der 
Aspergillus foetidus-Lysophospholipase oder eine davon abge- 
leitete Sequenz besitzt und die Spaltstelle sich zwischen Po- 
sition 44 und 45 der Aminosauresequenz befindet. 

5. Protein nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch ge- 
kennzeichnet , daft es aus Aspergillus-Kulturen 
isolierbar ist. 
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6. Protein nach Anspruch 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daft es aus Kulturen von A. foetidus, 
A. niger oder A. oryzae isolierbar ist. 

■ 

7. Protein mit Phospholipaseaktivitat , dadurch g e - 
kennzeichnet, daft es von einem Antikorper gegen 
gereinigte Phospholipase aus Aspergillus foetidus RH 3046 er- 
kannt wird. 

8. Verfahren zur Produktion eines Proteins mit Phospholipa- 
seaktivitat nach Anspruch 1 durch Fermentation eines in ge- 
eigneter Weise transf ormierten Lysophospholipase produzieren- 
den Wirtsorganismus in einem geeigneten Kulturmedium und Iso- 
lierung des Proteins mit Phospholipaseaktivitat aus dem zell- 
freien Kulturf iltrat , dadurch gekennzeichnet, 
daft man die Fermentation im sauren bis leicht alkalischen Be- 
reich durchftihrt. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet , daft man die Fermentation bei einem pH-Wert 
von 2 bis 9, bevorzugt 3 bis 8, durchftihrt. 

10. Verfahren nach Anspruch 8 oder 9, dadurch ge- 
kennzeichnet, daft als transf ormierter Wirtsorga- 
nismus ein Aspergillus-Stamm oder ein Tri choder/na-S tamm ver- 
wendet wird. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekenn- 
zeichnet , daft als transformierter Wirtsorganismus 
Aspergillus foetidus oder Aspergillus oryzae verwendet wird. 

12. Verwendung eines Proteins nach einem der Anspruche 1 bis 
7 zur Entschleimung von pflanzlichem 01. 



* 
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13. Verwendung eines Proteins nach einem der Anspruche 1 b 
7 als Backhilf smittel. 
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FIGUR 1: Prozessierung des Lysophospholipasegens aus 
Aspergillus und Erhalt der Phospholipase 
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FIGUR 2: Konstruktion des Plasmids pKCN2 



0.40 




INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Inte onat Application No 

PCT/EP 98/00081 



tprrT»ir ECT ^C12N9/18 C12N1/15 C12P21/02 C11B3/00 



According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 

B. FIELDS SEARCHED 

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 6 C12N C12P CUB 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 



Electronic data base consulted during the International search (name of data base and. where practical, search terms used) 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category 



p,x 



p,x 



X 
Y 
Y 



Citation ot document, with Indication, where appropriate, of the relevant passages 

EP 0 808 903 A (R0EHM GMBH) 26 November 
1997 

see the whole document 

W0 97 05219 A (R0EHM GMBH 
;METALLGESELLSCHAFT AG (DE); L0EFFLER 
FRIDOLIN (0E); PL) 13 February 1997 
see the whole document 

EP 0 575 133 A ( SANKY0 CO) 22 December 
1993 

see the whole document 

WO 95 22615 A (N0V0N0RDISK AS ;SVENDSEN 
ALLAN (DK) ; CLAUSEN IB GR0TH (OK); 0KKELS) 
24 August 1995 
see the whole document 



Relevant to claim No. 



1-11 



12 



1-7,12, 
13 

8-11 
8-11 



□ 



Further documents are listed in the continuation of box C. 



0 



Patent family members are listed in annex. 



9 Special categories of cited documents : 

"A" document defining the general state of the art which is not 

considered to be of particular relevance 
"E" earlier document but published on or after the International 

filing date 

V document which may throw doubts on priority claim(s) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

"O" document referring to an oral disclosure, use. exhibition or 
other means 

"P" document published prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 



T" later document published after the international filing date 
or priority date and not in conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
invention 

"X" document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document is taken alone 

"Y" document ol particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art. 

document member of the same patent family 



Date of the actual completion ol theinternational search 



5 May 1998 

Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office. P.B. 581 8 Patenttaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Oate ot mailing ot the international search report 



25/05/1998 



Authorized officer 



Hillenbrand, G 



Foim PCT/ISA/210 (second sheen (July 1992) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

information on patent family members 



Patent document 
cited in search report 



Publication 
date 



irrti 



lonal Application No 

PCT/EP 98/00081 



Patent family 
member(s) 



Publication 
date 



EP 0808903 


A 


26-11- 


4 A, A 

1997 


DE 


19620649 A 


07 11 1 QQ7 

ci"! i-iyy/ 








All 

AU 


1997697 A 


07 1 1 _1 QQ7 










f\ ft\ 

CA 


22054H A 


00 11 1 QQ7 

cc-ii -iyy/ 


WO 9705219 


A 


13-02- 


1997 


DE 


19527274 A 


OA m -1 Q07 

ju-ui-iyy/ 


EP 0575133 " 


A 


22-12- 


•1993 


AU 


667217 B 


14-03-1996 








AU 


4130893 A 


23-12-1993 










CA 


20984^1 A 


1 7-1 9_1 QQO 










FI 


932758 A 


17 1 o 1 onl 

i/-i^-iyyo 










IL 


106033 A 


n/i m tnno 

u4-oi-iyyo 










JP 


7031472 A 


no no i fine 

uj-u^-iyyb 


♦ 








NZ 


247891 A 


i n_ i nn^ 




• 






US 


5378623 A 


03-01-1995 










US 


5538874 A 


23-07-1996 










US 


5521080 A 


28-05-1996 










JP 


6062850 A 


08-03-1994 


W0 9522615 


A 


24-08- 


•1995 


AU 


1806795 A 


04-09-1995 








CA 


2183431 A 


24-08-1995 










EP 


0746618 A 


11-12-1996 










FI 


963266 A 


21-08-1996 










JP 


9509058 T 


16-09-1997 



Form PCT/ISA/210 (pateni family araiax) {July 1992) 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Inu lonales Aktenzelchen 

PCT/EP 98/00081 



A. KLASSIRZIERUNGDESANMELDUNGSGEGENSTANDES /no PI iD^/nn 

IPK 6 C12N9/16 C12N9/18 C12N1/15 C12P21/02 C11B3/00 



Nach tier Intematjonaten Patentkla ssifikation (IPK) od er nach der nationalen Klasslfikatton und derlPK 
a. RECHERCHtERTE GEB1ETE 

Recherchterter Mindestprufstoff (Ktassifikationssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 6 C12N C12P CUB 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehbrende Veroffentlichungen. soweit diese unter die recherchierten Geblete fallen 



Wahrend der internationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 



C. ALS WESENTL1CH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie' 



p.x 



p.x 



X 
Y 
Y 



Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit ertordertich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 

EP 0 808 903 A (R0EHH GMBH) 26. November 
1997 

siehe tias ganze Dokument 

WO 97 05219 A (R0EHM GMBH 
; METALLGESELLSCHAFT AG (DE); LOEFFLER 
FRID0LIN (DE); PL) 13.Februar 1997 
siehe das ganze Dokument 

EP 0 575 133 A (SANKY0 CO) 22.Dezember 
1993 

siehe das ganze Dokument 

W0 95 22615 A (N0V0N0RDISK AS ;SVENDSEN 
ALLAN (DK); CLAUSEN IB GR0TH (DK); 0KKELS) 
24. August 1995 
siehe das ganze Dokument 



Betr. Anspruch Nr. 



l-n 



12 



1-7,12, 
13 

8-11 
8-11 



□ 



Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patenttamille 



Besondere Kategorien von angegebenen Veroflentlichungen 

"A" Ver6«entlichung, die den alkjemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen 1st 

"E" alteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum veroftentllcht worden ist 

1_" Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweitelhaft er- 
scheinen zu lassen, oder durch die das Verdffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soil oder die aus einem and a ran besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

-O" Veroffentlichung, die sich auf eine mundliche Oftenbarung, 

eine Benutzung, eine Aussteltung oder andere Mafinahmen bezleht 
"P" Verotfentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum. aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum verdffentllcht worden ist 

Datum des Abschtusses der internationalen Recherche 



5. Mai 1998 



Spatere Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden 1st und mil der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondem nur zum Verstandnis des der 
Ertindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeiiegenden 
Theorie angegeben ist 
"X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Ertindung 
kann allein auf grund dieser Veroffentlichung nicht als neu Oder auf 
erf Inderischer Tatkjkeit beruhend betrachtet werden 

Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Ertindung 
kann nicht al3 auf erf inderischer T&tigke it beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung miteiner Oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur elnen Fachmann nahefiegend ist 

Veroffentlichung, die MitgliedderselbenPatentfamilie ist 
Absendedatum des internationalen Recherchenberichts 



Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehdrde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patenttaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo ni, 
Fax: (+31-70) 340-3016 

Foimblatt PCT/ISA/210 (Blatl 2) (Jufi 1992) 



25/05/1998 



Bevollmachtigter Bediensteter 



Hillenbrand, G 



INTERNATIONALES. RECHERCHENBER1CHT 

Angaben zu VerdHentlichu. .^en, die zur selben PatentfamUie gehoren 



Inte onales Aktenzeichan 

PCT/EP 98/00081 



Im Recherchenbericht 


Datum der 


Mitglied(er) der 




Datum der 


angefuhrtes Patentdokument 


Veroffentli chung 




Patentfamilie 




Verottenllichung 


EP 0808903 A 


26-11-1997 


0E 


19620649 


A 


27-11-1997 






AU 


1997697 A 


27-11-1997 






CA 


2205411 


A 


22-11-1997 


W0 9705219 A 


13-02-1997 


0E 


19527274 


A 


30-01-1997 


EP 0575133 • A 


22-12-1993 


AU 


66721/ 


B 


14-03-1996 






AU 


4130893 


A 


23-12-1993 






CA 


2098421 


A 


17-12-1993 






FI 


932758 


A 


17-12-1993 






IL 


106033 


A 


04-01-1998 






JP 


7031472 


A 


03-02-1995 






NZ 


247891 


A 


26-10-1994 






US 


5378623 


A 


03-01-1995 








5538874 


A 


23-07-1996 






us 


5521080 


A 


28-05-1996 






jp 


6062850 


A 


08-03-1994 


W0 9522615 A 


24-08-1995 


AU 


1806795 


A 


04-09-1995 






CA 


2183431 


A 


24-08-1995 






EP 


0746618 


A 


11-12-1996 


1 * 




FI 


963266 


A 


21-08-1996 






JP 


9509058 T 


16-09-1997 



FormWan PCT71SA/210 (Anhang PatentfamaieHJuB 1992) 



